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1O2 singletni kisik 
4'-OH-PhIP 2-amino-6-(hidroksifenil)-1-metilimidazo[4,5-b]piridin 
AIA 
AOP 
aminoimidazo-azaareni 
antioksidativni potencial 
DCF diklorofluorescein (ang. dichlorofluorescein) 
ddH2O bidestilirana voda 
dH2O              destilirana voda 
DiMeiQx 2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 
DNA deoksiribonukleinska kislina  (ang. deoxyribonucleic acid) 
DNTB 5,5-ditiobis-2-nitrobenzojska kislina 
FI fluorescenčna intenziteta 
Glu-P-1           2-amino-6-metil-dipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol 
Glu-P-2           2-amino-dipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol 
GR glutation-reduktaza 
GPx glutationperoksidaza 
GSH reducirana oblika glutationa 
GSSG oksidirana oblika glutationa 
H2DCF 2',7'-diklorodihidrofluorescein  
(ang. 2',7'-diclorodihydrofluorescein) 
H2DCFDA 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat  
(ang. 2',7'-diclorodihydrofluorescein diacetate) 
H2O2 vodikov peroksid 
HCA heterociklični amini (ang. heterocyclic amines) 
HCl                klorovodikova kislina  
HO2
•               hidroperoksidni radikal 
HOCl hipoklorna kislina 
IARC mednarodna agencija za raziskavo raka  
(ang. The International Agency for Research on Cancer) 
IQ 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinolin 
IQx                2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinoksalin 
K2HPO4 dikalijev hidrogenfosfat 
KCl kalijev klorid 
KH2PO4 kalijev dihidrogenfosfat 
MeIQ 2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]kinolin 
MeIQx 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 
Na2HPO4 natrijev hidrogenfosfat  
NaCl natrijev klorid 
NaOH natrijev hidroksid 
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NO•                dušikov oksid 
NO2 dušikov dioksid 
O2
•ˉ                superoksidni radikal 
obr./min         obrati na minuto 
OD optična gostota (ang. optical density) 
OD650 optična gostota pri 650 nm 
OH•                hidroksilni radikal (ang. hidroxyl radical) 
PBS fiziološka raztopina v fosfatnem pufru  
(ang. phosphate buffered saline) 
PFI prirast fluorescenčne intenzitete 
PhIP 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin 
RNA           ribonukleinska kislina  (ang. ribonucleic acid) 
RNS reaktivne dušikove spojine (ang. reactive nitrogen species) 
RO•               alkoksilni radikal 
ROO•            peroksilni radikal 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (ang. reactive oxygen species) 
RPFI             relativni prirast fluorescenčne intenzitete 
SOD superoksid-dismutaza (ang. superoxide dismutase) 
SPE ekstrakcija na trdni fazi (ang. solid-phase extraction) 
SSA sulfosalicilna kislina 
t čas  
TNB 2-nitro-5-tiobenzojska kislina 
TriMeIQx 2-amino-3,4,7,8-tetrametilimidazo[4,5-f]kinoksalin 
Trp-P-1         3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol 
Trp-P-2         3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol 
TrxR tioredoksin-reduktaza 
TrxP tioredoksin-peroksidaza 
Ts središčna temperatura 
w/v               g/100 mL 
YEPD gojišče (kvasni ekstrakt, pepton, glukoza) (ang. yeast extract 
peptone dextrose) 
ZIM zbirka industrijskih mikroorganizmov 
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1 UVOD 
 
Meso je eno izmed najpomembnejših živil in kot takšno predstavlja pomemben vir 
beljakovin, maščob, esencialnih aminokislin ter številnih mikrohranil (Rahman in sod., 
2014). Toplotna obdelava mesa ima za cilj izboljšanje senzorične in prehranske vrednosti 
ter same varnosti mesa. Poleg tega toplotna obdelava mesa vpliva tudi na okus, teksturo in 
sam videz mesa (Domínguez in sod., 2015). 
Maillardova reakcija predstavlja eno izmed najbolj pomembnih reakcij, ki poteka pri 
toplotni obdelavi živil. Je izredno pomembna za kakovost živil, saj ima velik vpliv na 
osnovne lastnosti in sicer okus, barvo ter prehransko vrednost živil. Pomembno je 
izpostaviti, da med reakcijo nastajajo tudi številni produkti z antioksidativnimi, 
protimikrobnimi ter mutagenimi/karcinogenimi lastnostmi. Na sam potek reakcije vplivajo 
predvsem temperatura, čas toplotne obdelave, vodna aktivnost, vsebnost vode, vrednost 
pH, vrsta ter koncentracija reaktantov (Jaeger in sod., 2010). 
Pomembno vlogo ima tudi pri tvorbi heterocikličnih aminov (HCA) (Skog in sod., 1998). 
HCA nastajajo med toplotno obdelavo različnih vrst mesa in rib in so izredno mutagene in 
karcinogene snovi (Murkovic, 2004). Nastajajo tako pri višjih temperaturah (nad 200 °C), 
kot tudi pri nižjih temperaturah ter daljšem času toplotne obdelave. Na nastanek HCA 
imajo velik vpliv, poleg temperature in časa, tudi način toplotne obdelave, vrsta mesa, 
vrednost pH, vsebnost maščob in aminokislin ter prekurzorji HCA (Rahman in sod., 2014). 
Danes je izoliranih in identificiranih več kot 20 mutagenih/karcinogenih heterocikličnih 
aminov, ki nastajajo v proteinsko bogatih živilih (Skog, 2002). Na splošno jih lahko 
razdelimo v dve skupini, in sicer: polarni ali tip IQ ter nepolarni ali tip ne-IQ. Polarni HCA 
nastanejo v reakciji med prostimi aminokislinami in kreatinom pri temperaturi 150-300 °C, 
medtem ko kreatin za tvorbo nepolarnih HCA ni potreben saj se tvorijo s termičnim 
razpadom aminokislin pri temperaturah višjih od 300 °C. Številne študije poročajo, da so 
glavni prekurzorji za nastanek HCA kreatin/kreatinin, proste aminokisline in reducirajoči 
sladkorji (Murkovic, 2004; Kizil in sod., 2011). 
Količino nastalih HCA lahko zmanjšamo in sicer z naslednjimi ukrepi (Rahman in sod., 
2014): 
 uporaba nižjih temperaturah pri toplotni obdelavi mesa, 
 zmanjšan čas toplotne obdelave mesa, 
 uporaba različnih začimb, 
 dodatek zelišč, kot tudi različnih zelenjavnih in sadnih izvlečkov, 
 tretiranje z mikrovalovi pred toplotno obdelavo mesa, 
 dodatki različnih naravnih in sintetičnih antioksidantov,  
 uporaba različnih vrst marinad, 
 dodatki sojinih proteinov in polisaharidov. 
2 
Delić A. Vpliv ekstraktov pečenega govejega mesa na znotrajcelično oksidacijo v kvasovkah vrste S. cerevisiae.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
1.1 CILJI NALOGE 
 
Preveriti vpliv ekstraktov HCA iz govejega mesa, pečenega pri različnih pogojih (različno 
nihanje temperature na dvoploščnem žaru) na:  
 
- znotrajcelično oksidacijo  
- vsebnost glutationa v reducirani obliki v celicah kvasovke S. cerevisiae 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Delovna hipoteza I:  
 
Predvidevamo, da se bo v celicah kvasovke, izpostavljenim ekstraktom HCA iz pečenega 
govejega mesa, nivo znotrajcelične oksidacije zvišal v primerjavi z netretiranimi celicami. 
 
Delovna hipoteza II:  
 
Predvidevamo, da se bo v celicah kvasovke, izpostavljenim ekstraktom HCA iz pečenega 
govejega mesa, vsebnost glutationa v reducirani obliki znižala v primerjavi z netretiranimi 
celicami. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 POSTOPKI TOPLOTNE OBDELAVE MESA 
 
Za pripravo mesa lahko uporabimo številne postopke toplotne obdelave, pri katerih se 
lahko tvorijo tudi nekatere mutagene in karcinogene snovi. Pri obdelavi mesa pri visoki 
temperaturi, še posebej pri žaru, cvrtju in daljšemu pečenju nastanejo heterociklični amini. 
Pri kuhanju se, zaradi temperatur nižjih od 100 °C, ne tvorijo velike količine 
mutagenih/karcinogenih HCA (Skog in Solyakov, 2002; Murkovic, 2004). 
 
Kuhanje z mikrovalovnim sevanjem uvrščamo med blažje postopke toplotne obdelave, pri 
katerem toplota nastaja v izdelku, kar pomeni, da temperatura na površini ni višja od tiste v 
drugih delih izdelka (Skog in Solyakov, 2002; Alaejos in Afonso, 2011).  
 
(Rahman in sod., 2014) predlagajo toplotno obdelavo z mikrovalovnim sevanjem, ki pri 
visokih temperaturah zmanjša nastanek nekaterih vrst HCA za 95 %, ker se pri tem 
zmanjša tudi vsebnost maščob, vode ter prekurzorjev potrebnih za njihovo tvorbo. To 
predvsem velja za MeIQx (2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin) in PhIP (2-
amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin) (Alaejos in Afonso, 2011). 
 
Knize in Felton (2005) svetujejo, da se meso za 2 minuti obdela z mikrovalovnim 
sevanjem in po tem odstrani nastala tekočina, ki vsebuje kreatin, kreatinin, aminokisline, 
glukozo, vodo in maščobo. Meso nato lahko cvremo pri temperaturi 200 ° C ali 250 ° C, 6 
minut z obeh strani in na ta način zmanjšamo nastanek heterocikličnih aminov. 
 
Cvrtje je postopek toplotne obdelave mesa z vročo maščobo, pri čemer nastajajo nizke 
koncentracije HCA. S cvrtjem na splošno pride do nastanka MeIQx v koncentracijah do 3 
ng/g mesa (Skog in Solyakov, 2002). Pri temperaturah višjih od 225 °C nastajajo visoke 
koncentracije HCA (Kizil in sod., 2011). Cvrtje in praženje v pečici pogosto poteka pri 
temperaturah pod 200 ° C (Skog in sod., 1998). 
 
Pri praženju v pečici prav tako nastajajo HCA, vendar nivo koncentracije ni visok. Takšna 
metoda pa ni običajna za pripravo hrane. Pri tem pride do nastanka MeIQx v koncentraciji 
3,2 ng/g in PhIP v koncentraciji 3 ng/g (Skog in Solyakov, 2002). Na splošno velja, da 
praženje v pečici, pečenje na plošči in na žaru povzročajo nastanek največjih količin HCA, 
še posebej PhIP (Alaejos in Afonso, 2011). 
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2.1.1 Maillardova reakcija 
 
Leta 1912 je francoski profesor (fizik in kemik) Louis Camille Maillard opazil, da se pri 
segrevanju aminokislin in različnih sladkorjev v vodi tvorijo različni vonji in razvija 
rumenkasto rjava barva (Bastos in sod., 2012; Tamanna in Mahmood, 2015). Maillardova 
reakcija predstavlja eno izmed najpomembnejših kemijskih reakcij med postopkom 
toplotne obdelave živil (Jaeger in sod., 2010). Je redoks reakcija med prostimi amino 
skupinami aminokislin in reducirajočimi sladkorji (Aaslyng in Meinert, 2017). 
 
Maillardova reakcija povzroča, da živila porjavijo, kar močno vpliva na njihovo aromo ter 
prehransko vrednost. Pri tej reakciji nastajajo tako toksične snovi (heterociklični amini in 
akrilamidi), kot tudi antioksidanti (Boekel, 2006). 
 
Maillardova reakcija predstavlja obliko ne-encimskega porjavenja, saj poteka v odsotnosti 
encimov ter je odvisna od temperature in časa toplotne obdelave, vodne aktivnosti, 
vsebnosti vode, vrednosti pH in vsebnosti prekurzorjev. Maillardova reakcija poteka pri 
vodni aktivnosti med 0,60-0,85 in vrednosti pH~10 (Bastos in sod., 2012). 
 
2.1.1.1 Potek Maillardove reakcije 
 
V začetni fazi Maillardove reakcije najprej poteče kondenzacija med reducirajočim 
sladkorjem in amino skupino aminokislin. Pri tem nastane N-glikozilamin, ki se v primeru 
aldoze pretvori v 1-amino-1-deoksi-2-ketozo oz. v t.i. Amadorijev produkt (Ames, 2003). 
 
V naslednji fazi potečeta dehidracija in fragmentacija sladkorja ter sprostitev amino 
skupine (Tamanna in Mahmood, 2015). 
 
Razgradnja t.i. Amadorijevega produkta je v veliki meri odvisna od vrednosti pH hrane 
(Martins in sod., 2001; Ames, 2003). Pri vrednosti pH = 7, kot tudi  pH ˂ 7 poteče 1,2-
enolizacija, pri čemer nastane furfural (ko gre za vstop pentoze) ali hidroksimetilfurfural 
(če gre za vstop heksoze). Pri pH > 7 poteče 2,3-enolizacija, kjer nastanejo reduktoni, kot 
so 4-hidroksi-5-metil-2,3-dihidrofuran-3-on ter drugi različni produkti, vključno z 
acetolom, piruvaldehidom in diacetilom. Reakcija med dikarbonilnimi spojinami in 
aminokislinami, pri čemer nastanejo aldehidi in α-aminoketoni, je znana kot Streckerjeva 
razgradnja. V napredni fazi poteče vrsta reakcij, vključno s ciklizacijami, dehidratacijami, 
fragmentacijami in polimerizacijami, ki v končni fazi povzročijo nastanek rjavih dušikovih 
polimerov in kopolimerov, znanih kot melanoidini (Martins in sod., 2001). Melanoidini so 
odgovorni za značilno rjavo barvo živil, kot so kava, kakav, kruh, slad in med (Wang in 
sod., 2011).  
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2.2 HETEROCIKLIČNI AMINI 
 
Prve raziskave povezane z nastankom heterocikličnih aminov v mesu, kot tudi njihovim 
karcinogenim učinkom, segajo v prvo polovico 20. stoletja. Najprej je leta 1939 švedski 
znanstvenik, profesor Widmark, na univerzi Lund ugotovil, da imajo ekstrakti iz 
zapečenega konjskega mesa na žaru karcinogen učinek na kožo miših (Skog in sod., 1998). 
Nato so leta 1975 Ames in sod. razvili hitri test mutagenosti, s pomočjo katerega je 
Sugimura (1997) določil mutageno aktivnost zapečene skorje pri govedini, kot tudi ribah, 
pečenih nad ogljem. 
 
Heterociklični amini so mutagene in karcinogene snovi, ki nastajajo pri toplotni obdelavi 
različnih vrst mesa in rib pri temperaturi najmanj 150 °C (Murkovic, 2004). Torej 
nastanejo kot stranski produkt pri toplotni obdelavi živil oziroma kot eni od produktov 
Maillardove reakcije. Pri tem jih največ nastane v živilih živalskega izvora, ki vsebujejo 
kreatin, aminokisline, sladkorje in druge aldehide (Cheng in sod., 2006). Leta 1997 so 
ugotovili, da tudi delci dima, ki nastanejo pri kuhanju proteinsko bogatih živil, vsebujejo 
znatne količine mutagenih snovi. Navdih za študijo so iskali v kondenziranem dimu iz 
cigaret, ki tudi vsebuje mutagene in karcinogene snovi (Sugimura, 1997).  
 
2.2.1 Vrste HCA in njihov nastanek 
 
V toplotno obdelanem mesu je bilo do danes identificiranih več kot 20 različnih HCA 
(Turesky, 2011). 
 
Splošno HCA delimo glede na polarnost v dve skupini, in sicer (Murkovic, 2004): 
 
 polarni (aminoimidazo-azaareni (AIA)) ali tip IQ, ki imajo imidazokinolinsko, 
imidazokinoksalinsko ali imidazopiridinsko strukturo in se tvorijo pri reakciji med 
prostimi aminokislinami in kreatinom. 
 nepolarni (aminokarbonilni) ali tip ne-IQ, ki imajo piridoindolno ali 
dipiridoimidazolno strukturo in se tvorijo s termičnimi razpadom aminokislin pri 
temperaturi višji od 300 °C. 
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2.2.1.1 Polarni HCA 
 
Polarni (aminoimidazo-azaareni (AIA)) HCA ali HCA tipa IQ nastajajo v reakciji med 
prostimi aminokislinami, ogljikovimi hidrati ter kreatin(in)om. So eni izmed najbolj 
mutagenih spojin, na kar kaže tudi to, da nastajajo pri običajnih pogojih kuhanja 
(Murkovic, 2004). Reducirajoči sladkorji so lahko vključeni v tvorbo polarnih HCA, 
vendar njihova prisotnost ni nujna. Dodatek glukoze v modelnem sistemu do polovice 
molarne koncentracije aminokislin in kreatina poveča mutagenost, ki je maksimalna pri 
razmerju 1:1:0,5 (aminokislina:kreatin:glukoza). Dodatek reducirajočega sladkorja v 
modelne sisteme in meso pred postopkom toplotne obdelave ima tudi inhibitoren učinek na 
tvorbo HCA. V primeru, da se koncentracija glukoze še poveča, se mutagenost zelo 
zmanjša (Kizil in sod., 2011). 
 
Kreatinin je še posebej pomemben pri tvorbi imidazo strukture, saj se brez njega HCA 
tipov IQ in IQx ne tvorita. Temperatura toplotne obdelave, pri kateri se tvorijo polarni 
HCA, je med 150 °C in 250 °C. Maillardova reakcija in Streckerjeva razgradnja imata 
pomembno vlogo pri tvorbi polarnih HCA (Murkovic, 2004). 
 
Za njihovo tvorbo obstajata dve hipotezi (Skog in sod., 1998): 
 
1) piridin in pirazin najprej reagirata z aldehidom in šele nato s kreatininom,  
2) kreatinin najprej reagira z aldehidom (aldolna kondenzacija) pri čemur se tvori 
intermediat kreatinin-aldehid, ki skupaj s piridinom ter pirazinom tvori imidazo-
kino(ksa)lin spojine.  
 
V preglednici 1 so prikazana imena, kratice in strukturne formule polarnih HCA. 
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Preglednica 1: Imena, kratice in strukturne formule polarnih HCA (Murkovic, 2004) 
 
Imena HCA 
Kratica 
HCA 
Strukturna formula 
Kinolini 
 
 
 
2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinolin 
 
 
 
IQ 
 
 
 
 
 
 
2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]kinolin 
 
 
 
MeIQ 
 
 
 
Kinoksalini 
 
 
 
2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinoksalin 
 
 
 
IQx 
 
 
 
 
 
2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 
 
 
 
MeIQx 
 
 
 
 
 
 
2-amino-3,4,8-trimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 
 
 
 
DiMeIQx 
 
 
 
 
 
4-hidroksimetil-2-amino-3,8,4-dimetilimidazo[4,5-
f]kinoksalin 
 
 
 
4-CH2OH-
MeIQx 
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2.2.1.2 Nepolarni HCA 
 
Nepolarni (aminokarbonilni) HCA ali HCA tipa ne-IQ tipi običajno nastajajo pri 
temperaturah, višjih od 300 °C s pirolizo aminokislin in proteinov (Alaejos in Afonso, 
2011). ß- karbolini  (harman in norharman) se tvorijo pri običajnih temperaturah toplotne 
obdelave. Tvorita se pri temperaturah nižjih od 100 °C in sta bila določena v suhem 
modelnem sistemu s triptofanom in glukozo (Bordas in sod., 2004). Tvorita se iz triptofana 
preko Amadorijeve spojine oziroma intermediata Maillardove reakcije (Murkovic, 2004).  
 
Skozi serijo reakcij prostih radikalov se v procesu pirolize tvorijo številni reaktivni 
fragmenti, ki se kondenzirajo in tvorijo nove heterociklične strukture oziroma 
aminokarbonile (Alaejos in Afonso, 2011). Pri pirolizi triptofana in glutaminske kisline se 
tvorijo Trp-P-1 (3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol), Trp-P-2 (3-amino-1-metil-
5H-pirido[4,3-b]indol), Glu-P-1 (2-amino-6-metil-dipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol) in Glu-
P-2 (2-amino-dipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol) (Bordas in sod., 2004).  
 
Nepolarni HCA se tvorijo pri segrevanju samo ene aminokisline (Murkovic, 2004), ali s 
pirolizo več aminokislin in proteinov pri visokih temperaturah. Za nastanek nepolarnih 
HCA ni obvezna prisotnost kreatina oz. kreatinina (Alaejos in Afonso, 2011).  
 
V preglednici 2 so prikazana imena, kratice in strukturne formule nepolarnih HCA. 
9 
Delić A. Vpliv ekstraktov pečenega govejega mesa na znotrajcelično oksidacijo v kvasovkah vrste S. cerevisiae.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
Preglednica 2: Imena, kratice in strukturne formule nepolarnih HCA (Murkovic, 2004) 
 
Imena HCA Kratica HCA Strukturna formula 
Piridini 
 
 
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin 
 
 
 
 
PhIP 
 
 
 
 
2-amino-1,6-dimetilimidazo 4,5-b]piridin 
 
 
 
 
DMIP 
 
 
 
 
 
 
2-amino-1,5,6-trimetilimidazo[4,5-b]piridin 
 
 
 
 
TMIP 
 
 
 
 
 
 
2-amino-1,6-dimetilfuro[3,2-e]imidazo[4,5-b]piridin 
 
 
 
 
IFP 
 
 
 
 
Piridoimidazoli in indoli 
 
 
3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol 
 
 
 
 
Trp-P-1 
 
 
 
 
 
 
3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol 
 
 
 
 
Trp-P-2 
 
 
 
 
 
 
2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol 
 
 
 
 
AαC 
 
 
 
 
 
 
2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indol 
 
 
 
 
MeAαC 
 
 
 
 
 
 
2-amino-6-metil-dipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol 
 
 
 
 
Glu-P-1 
 
 
 
 
 
 
2-amino-dipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol 
 
 
 
 
Glu-P-2 
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2.3 MUTAGENOST IN KARCINOGENOST HCA 
 
Heterociklični amini predstavljajo pomembno skupino spojin z velikim mutagenim in 
karcinogenim potencialom (Murkovic, 2004). Večina HCA ni mutagena/karcinogena v 
svoji naravni obliki, temveč pridobi sposobnost tvorbe aduktov na DNA po aktiviranju 
presnove (Cheng in sod., 2006). HCA morajo biti metabolno aktivirani, da se kovalentno 
vežejo na DNA (Turesky in Vouros, 2004). 
 
Metabolna aktivacija poteka v dveh fazah (Turesky in Vouros, 2004; Cheng in sod., 2006; 
Turesky, 2011) : 
 faza I: N-hidroksilacija inducirana z encimi iz družine citokrom P450. Pri tem 
nastanejo N-hidroksi HCA metaboliti, ki reagirajo z DNA in tvorijo HCA-DNA 
adukte. Največjo katalitično akivnost N-hidroksilacije ima citokrom CYP1A2. 
 faza II: esterifikacija N-hidroksilamina do reaktivnih N-hidroksi estrov (N-
acetoksi, N-sulfoniloksi, N-propiloksi in N-fosfatil estri). 
 
Reaktivni metaboliti nastajajo predvsem v jetrih in se nato prenesejo preko krvnega 
sistema do drugih tkiv, kjer se s kovalentnimi vezmi vežejo na DNA, RNA in proteine. 
Takšne povezave so zasledili skoraj v vseh tkivih testiranih glodavcev (miši, podgane) in 
nečloveških primatov (opice) (Turesky, 2011). 
 
HCA po bioaktivaciji postanejo zelo mutageni, kar je bilo dokazano in vitro ter in vivo 
(Cheng in sod., 2006). Njihova mutagenost je odvisna od kemijske strukture in zmožnosti 
tvorbe hipotetičnega reaktivnega nitrenium (R2N+) iona (Turesky, 2007). 
 
Za vrednotenje mutagene aktivnosti spojin se uporablja Amesov test mutagenosti na 
bakterijskih sevih Salmonella typhimurium, in sicer TA98 in TA100 (Cheng in sod., 2006). 
Sev TA98 je bolj občutljiv na določanje mutacij tipa strukturnih sprememb, medtem ko je 
sev TA100 bolj občutljiv za določanje mutacij tipa zamenjave baznih parov (Wakabayashi 
in Sugimura, 1998).  
 
MeIQx, IQ (2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinolin) in 8-MeIQx  (2-amino-3,8-
dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin) predstavljajo ene izmed najmočnejših mutagenov, ki so 
bili kdajkoli testirani s pomočjo Amesovega testa mutagenosti za bakterije, medtem ko je 
PhIP 100-krat šibkejši mutagen kot MeIQx (Turesky, 2007). 
 
8-MeIQx in PhIP se izločajo z urinom kot nemetabolizirane spojine. Glavni metaboliti 
detoksifikacije 8-MeIQx in PhIP, ki so bili določeni v urinu človeka, so: 8-MeIQx 
sulfamati, 8-MeIQx N2-glukuronidi, PhIP N2- in N3-glukuronidi ter N-glukuronid konjugati 
posameznih N-hidroksi-HCA. IQx-8-COOH predstavlja glavni metabolit detoksifikacije 8-
MeIQx z več kot 50 % odmerka, izločenega z urinom (Turesky, 2007).  
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Mednarodna agencija za raziskavo raka (ang. International Agency for Research on 
Cancer, IARC) je označila pet HCA kot možnih potencialnih karcinogenov, in sicer: IQ, 
MeIQ (2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]kinolin), MeIQx, DiMeiQx (2-amino-3,4,8-
trimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin) in PhIP (Jinap in sod., 2017).  
 
2.3.1 Mutagenost in karcinogenost PhIP (2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-
b]piridin) 
 
Prekurzorji za tvorbo PhIP so fenilalanin in kreatin/kreatinin, s tem, da se tudi 
aminokisline levcin, izolevcin in tirozin prav tako lahko vključijo v tvorbo PhIP namesto 
fenilalanina. Glukoza ni nujna za tvorbo PhIP, saj lahko zavira ali pospešuje njegovo 
tvorbo, kar je odvisno od koncentracije glukoze (Skog in sod., 1998; Murkovic, 2004). 
 
PhIP je eden od najpogostejših HCA in se običajno tvori v količinah do približno 35 ng/g 
kuhanega mesa. Poročajo tudi o večjih količinah PhIP zlasti pri piščančjem mesu in sicer: 
a) 480 ng/g pri piščančjih prsih pečenih na žaru pri temperaturi 177-260 °C, b) 330 ng/g pri 
piščancu pečenem pri temperaturi 339-365 °C in c) 270 ng/g pri zažganih piščančjih prsih 
pečenih na žaru, ampak užitnih (Skog, 2002).  
 
PhIP do mutagenih metabolnih produktov katalizirajo encimi iz družine citokrom P450 
(CYP) monooksigena, in sicer: CYP1A1, CYP1A2 in CYP1B1. Njegova mutagena oblika 
je N2-OH-PhIP, vendar se lahko metabolizira tudi v nereaktivni produkt 4'-OH-PhIP (2-
amino-6-(hidroksifenil)-1-metilimidazo[4,5-b]piridin). Ti metaboliti lahko kasneje tvorijo 
konjugate z glukuronidom, glutationom ali sulfatom. Glavni metaboliti, ki so določeni v 
urinu človeka so N2-OH-PhIP-N2-glukuronid, PhIP-N2-glukuronid, N2-OH-PhIP-N3-
glukuronid in 4'-PhIP-sulfat (Strickland in sod., 2002). 
 
2.3.2 Mutagenost in karcinogenost MeIQx (2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-
f]kinoksalin) 
 
MeIQx predstavlja enega izmed 20 heterocikličnih aminov izoliranih iz toplotno obdelanih 
živil predvsem iz rdečega mesa, rib in perutnine (Turteltaub in sod., 1997). Dokazano je 
genotoksičen in karcinogen za glodalce, če so le ti izpostavljeni visokim koncentracijam. 
Tako npr. pri kronični izpostavljenosti s krmo v koncentracijah med 200 in 600 ppm 
povzročijo pri podganah in miših karcinom jeter. Tako so pri podganah opazili tumorje v 
pljučih in obušesnih žlezah, pri miših pa levkemijo ter limfome (Turteltaub in sod., 1997; 
Masumura in sod., 2003).  
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Človek je zaradi vsakdanjega uživanja toplotno obdelane hrane izpostavljen relativno 
nizkim koncentracijam MeIQx, vendar je ta izpostavitev kronična. Glavno tarčno mesto za 
nastanek tumorjev pri ljudeh je debelo črevo, medtem ko je primarno mesto nastanka 
tumorjev pri glodalcih v jetrih. MeIQx ima na človeško debelo črevo do 10-krat večji 
učinek kot na debelo črevo glodalcev, kar je lahko posledica njegove večje sposobnost za 
metabolno aktivacijo ali zmanjšane zmogljivosti popravljanja DNA lezij v človeških tkivih 
(Turteltaub in sod., 1997). Bioaktivacija MeIQx poteka v človeških jetrih ter vključuje N-
oksidacijo. MeIQx se do mutagenih in karcinogenih metabolitov katalizira izključno s 
CYP1A2 (Masumura in sod., 2003). 
 
2.3.3 Izpostavljenost in dnevni vnos HCA 
 
Izpostavljenost HCA lahka ocenimo s pomočjo prehranske ocene v kombinaciji z 
analitičnimi podatki o vsebnosti HCA v različni hrani, še posebej če gre za vnos PhIP in 8-
MeIQx (Skog, 2002; Alaejos in Afonso, 2011). Za pridobitev takšnih ocen je treba narediti 
tudi vprašalnike o pogostnosti uživanja hrane, ki ne vključujejo le vrste in količine zaužite 
hrane, temveč tudi metode toplotne obdelave (Skog in sod., 1998; Alaejos in Afonso, 
2011). Z uporabo biooznačevalcev ali s kombinacijo prehranske ocene z biooznačevalci 
(določanje metabolitov v urinu po zaužitem obroku) lahko ocenimo količino zaužitih HCA 
(Skog, 2002). 
 
Problem predstavljajo podatki iz literature, saj je za pridobivanje prehranske ocene na 
podlagi vprašalnikov o prehranjevalnih navadah ene populacije pomembno najprej 
identificirati najpogostejše živilo ter natančno oceniti vsebnost HCA (Skog, 2002). 
 
Reartes in sod. (2016) poročajo, da v Argentini zaužijejo precej velike količine mesa, in 
sicer v povprečju 320 g/dan, od tega pa 150 g mesa s skorjo. Glede na količino zaužitega 
mesa ocenjujejo da količina PhIP, ki ga pri tem zaužijejo znaša približno 12 μg/dan, če je 
meso prekuhano. 
 
Izračunani dnevni vnosi HCA na Švedskem znašajo 0-7 μg, Novi Zelandiji 1 μg, v Švici 
0,4 μg (Skog in sod., 1998), ZDA 0,3-0,5 μg. Ocena dnevno zaužitih HCA je za 
posamezne osebe zelo različna in se giblje med 0 in 15 μg/osebo/dan (Skog, 2002).   
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2.3.4 Zmanjšanje vsebnosti HCA 
 
Z različnimi ukrepi lahko zmanjšamo nastanek HCA, in sicer: 
 
 uporaba nižjih temperaturah pri toplotni obdelavi mesa (Alaejos in Afonso, 
2011). 
 meso in mesne izdelke mariniramo ali paniramo (Skog in sod., 1998). Alaejos 
in Afonso (2011) ugotavljajo da se količina PhIP in 8-MeIQx znatno zmanjša, 
približno za 88 % in 40 % po 6 urah mariniranja s pivom ali z vinom, vendar pri 
podaljšanju časa niso opazili bistvenih razlik. 
 pred toplotno obdelavo dodamo različne začimbe (Rahman in sod., 2014). 
Začimbe vsebujejo antioksidante, ki lahko inaktivirajo intermediate pri tvorbi 
polarnih HCA (Alaejos in Afonso, 2011). 
 meso in mesne izdelke toplotno obdelujemo samo z mikrovalovi ali v 
kombinaciji z drugimi postopki toplotne obdelave (Skog in sod., 1998; Alaejos 
in Afonso, 2011). 
 med toplotno obdelavo preprečimo stik mesnih površin s plamenom in 
povečamo relativno vlažnost (Alaejos in Afonso, 2011). 
 fenolne spojine, zlasti tiste iz čaja in olivnega olja, so najučinkovitejši zaviralci 
nastajanja HCA v modelnih sistemih (Alaejos in Afonso, 2011). 
 dodatek različnih antioksidantov (npr. vitamin C in E) (Alaejos in Afonso, 
2011). 
 optimalno povečamo količino sladkorjev (Skog, 2002; Murkovic, 2004; Bordas 
in sod., 2004; Alaejos in Afonso, 2011). 
2.4 OKSIDATIVNI STRES 
 
Oksidativni stres predstavlja porušeno ravnovesje med reaktivnimi kisikovimi zvrstmi 
(ang. reactive oxygen species, ROS) in antioksidanti v korist ROS (Sies, 1997). 
Oksidativni stres je lahko posledica znižane učinkovitosti antioksidativnih obrambnih 
sistemov (antioksidanti niso prisotni v celici), ali povečanega nastanka reaktivnih kisikovih 
zvrsti (Costa in Moradas-Ferreira, 2001).  
 
Do povečane proizvodnje ROS pride zaradi endogenih (vnetje, povečanje koncentracije O2 
in povečano mitohondrijsko puščanje) kot tudi eksogenih razlogov (onesnaževanje okolja, 
naporna vadba, kajenje, prehrana, kronično vnetje, psihološki in čustveni stres). Vzrok za 
zmanjšano znižanje aktivnosti antioksidativnih obrambnih sistemov vključuje zmanjšano 
aktivnost endogenih antioksidativnih encimov in zmanjšan vnos ali absorpcijo 
antioksidantov iz hrane (Poljšak in sod., 2013). 
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2.4.1 Reaktivne kisikove zvrsti  
 
Izraz reaktivne kisikove zvrsti vključuje kisikove proste radikale in njihove neradikalske 
intermediate (Burton in Jauniaux, 2011). Prosti radikali predstavljajo nestabilne ter 
reaktivne molekule z vsaj enim neparnim elektronom (Poljšak in sod., 2013), ki lahko 
vplivajo na redoks homeostazo celice (Perrone in sod., 2008).  
 
Reaktivne kisikove zvrsti nastajajo pri številnih redoks in encimskih reakcijah, kjer prihaja 
do prenosa elektronov. Vzrok za njihov nastanek predstavljajo tako endogeni 
(mitohondriji, endoplazemski retikulum, citokrom P450, peroksisomi, makrofagi, 
nevtrofilci, eozinofilci) kot eksogeni viri (ionizirajoče sevanje, ksenobiotiki, kovinski ioni) 
(Buonocore in sod., 2010; Burton in Jauniaux, 2011). 
 
2.4.1.1 Vrste reaktivnih kisikovih zvrsti 
 
Med glavne ROS ne sodijo le prosti radikali, kot so superoksidni radikal (O2
•ˉ), hidroksilni 
radikal (OH•), hidroperoksidni radikal (HO2
•), peroksilni radikal (ROO•) in alkoksilni 
radikal (RO•), temveč tudi vodikov peroksid (H2O2), singletni kisik (1O2) in hipoklorna 
kislina (HOCl) (Gomes in sod., 2005). Poleg kisikovih se v organizmu tvorijo tudi 
reaktivne dušikove spojine (ang. reactive nitrogen species, RNS), med katere spadata 
dušikov oksid (NO•) in dušikov dioksid (NO2) (Gomes in sod., 2005; Korovila in sod., 
2017 ).  
 
Eden od glavnih "primarnih" prostih radikalov v celicah sesalcev superoksidni radikal 
(O2
•ˉ), nastaja pri redukciji kisika med prenosom elektronov v dihalni verigi oziroma kot 
posledica aerobnega dihanja (Perrone in sod., 2008; Korovila in sod., 2017). Glavni vir 
nastanka so mitohondriji, kot tudi encim ksantin-oksidaza, transportna veriga elektronov v 
endoplazemskem retikulumu, NADPH-oksidaza, citokrom P450 ter ostale oksido-
reduktaze (Burton in Jauniaux, 2011). 
 
Dušikov oksid (NO•) in vodikov peroksid (H2O2) se tvorita v celicah sesalcev kot stranski 
produkt ali s pomočjo encimov (Korovila in sod., 2017). Vodikov peroksid nastaja iz (O2•ˉ) 
s pomočjo superoksid-dismutaze, je stabilen in lahko prečka celične membrane (Burton in 
Jauniaux, 2011). 
 
V prisotnosti železa lahko superoksidni radikal (O2•ˉ) in vodikov peroksid (H2O2) reagirata 
v Haber-Weissovi reakciji, pri kateri drugi korak predstavlja Fentonova reakcija, in tvorita 
hidroksilni radikal (OH•). Hidroksilni radikal je zelo reaktiven s kratko razpolovno dobo 
(približno 10-9s) in reagira blizu mesta nastanka (Valko in sod., 2007; Buonocore in sod., 
2010). OH• je tudi glavni krivec za oksidativne poškodbe bioloških molekul (Buonocore in 
sod., 2010).  
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2.4.1.2 Delovanje reaktivnih kisikovih zvrsti 
 
Oksidativne poškodbe celičnih makromolekul privedejo lahko do porušenja ravnovesja v 
celici, kar povzroči poškodbe vseh glavnih bioloških molekul (Demidchik, 2015). Te 
poškodbe so lahko: a) reverzibilne ki so odvisne od celičnega endogenega 
antioksidantnega sistema in stresnih proteinov, b) ireverzibilne ki vodijo celico v celično 
smrt (Buonocore in sod., 2010). Reaktivne kisikove zvrsti imajo fiziološko vlogo pri 
regulaciji delovanja nekaterih encimov, genski ekspresiji, v signalnih poteh pri celičnem 
razvoju ter pri diferenciaciji in programirani celični smrti (Valko in sod., 2007). 
 
Endogeno proizvedene ROS in RNS so bistveno pomembne za življenje in so vpletene v 
različne biološke funkcije, kot so: signalna transdukcija, sproščanje gladkih mišic, 
peristaltika, agregacija trombocitov, modulacija krvnega tlaka, nadzor imunskega sistema, 
učenje in spomin, proizvodnja energije, fagocitoza, regulacija celične rasti, celična 
signalizacija, sinteza pomembnih bioloških spojin in metabolizem ksenobiotikov. Škodljivi 
postanejo šele takrat, ko jih v celici nastane preveč in jih endogeni antioksidativni 
obrambni sistem ni zmožen odstraniti (Gomes in sod., 2005).  
 
2.4.1.3 Antioksidantni obrambni sistem 
 
S starostjo se proizvodnja prostih radikalov povečuje, medtem ko se učinkovitost nekaterih 
endogenih obrambnih mehanizmov zmanjšuje. To neravnovesje vodi v progresivne 
poškodbe celičnih struktur, kar verjetno povzroči tudi fenotip staranja. Antioksidantni 
obrambni sistem pri tem mora zmanjšati raven ROS, hkrati pa še vedno omogočati, da 
ostane dovolj ROS za različne biološke funkcije (npr. signalizacija celic in redoks 
regulacija) (Poljšak in sod., 2013). 
 
Encimski antioksidanti, ki sodelujejo pri vzdrževanju normalnega celičnega metabolizma, 
so superoksid dismutaza, katalaza ter glutation peroksidaza. Neencimske antioksidante 
vnašamo v telo kot vitamine s prehrano (sadje in zelenjava) ali s prehranskimi dopolnili. 
Antioksidante, kot so vitamini C in E, karotenoidi in polifenoli (npr. flavonoidi) uvrščamo 
med glavne eksogene antioksidante (Poljšak in sod., 2013). 
 
Eden izmed glavnih neencimskih endogenih antioksidantov v celicah je glutation. 
Glutation predstavlja tripeptid, ki vsebuje tiol (L-γ-glutamil-L-cisteinil-glicin) in je 
prisoten v vseh tkivih sesalcev v koncentracijah 1–10 mM (najvišja koncentracija v jetrih) 
(Maher, 2005: Lu, 2013). 
 
GSH v celicah kvasovk igra pomembno vlogo, še posebej kot zaščita pred oksidativnim 
stresom (Penninckx, 2000). Poleg tega odstranjuje proste radikale, zmanjša perokside in se 
konjugira z elektrofilnimi spojinami ter na ta način zagotavlja celicam zaščito pred ROS 
(Maher, 2005).  
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Glutation je prisoten v tiolno-reducirani (GSH) ali disulfidno-oksidirani obliki (GSSG). 
GSH je prevladujoča oblika in predstavlja 98 % celotnega glutationa. Evkariotske celice 
imajo tri glavne rezervoarje GSH. Večina (80–85 %) celičnega GSH je v citosolu, 10-15 % 
je v mitohondrijih in majhen odstotek je v endoplazmatskem retikulumu (Lu, 2013). 
 
GSH je odporen na intracelularno razgradnjo in se presnavlja le ekstracelularno s celicami, 
ki izražajo γ glutamiltranspeptidazo GGT (Lu, 2013). Sinteza GSH iz njegovih sestavnih 
aminokislin (glutaminska kislina, cistein in glicin) vključuje dva encimska koraka, ki 
zahtevata ATP, in sicer: tvorbo γ-glutamilcisteina iz glutamata in cisteina ter tvorbo GSH 
iz γ-glutamilcisteina in glicina. Neobičajna peptidna vezava, ki se tvori v prvem koraku 
reakcije, naj bi ščitila GSH pred razgradnjo aminopeptidaz (Maher, 2005: Lu, 2013). 
2.5 KVASOVKA Saccharmoyces cerevisiae KOT MODELNI ORGANIZEM 
 
Modelni organizmi so običajno opredeljeni kot ne-človeške vrste, ki jih uporabljamo za 
razumevanje osnovnih bioloških celičnih procesov, ki se pojavljajo v živih organizmih, 
vključno z genetiko, razvojem, fiziologijo in ekologijo. Najbolj splošno priznani popis 
modelnih organizmov, ki ga je podal Ameriški Nacionalni inštitut za zdravje vključuje 
trinajst vrst, med katere spada tudi kvasovka S. cerevisiae (Leonelli in Ankeny, 2013).  
 
Kvasovka S. cerevisiae predstavlja enega izmed najenostavnejših evkariontskih 
organizmov, saj je med njo in človekom ohranjenih veliko število skupnih celičnih 
procesov (Müller in Grossniklaus, 2010). Zato je primeren modelni organizem za 
proučevanje ključnih celičnih procesov pri človeku, kot so stresni odzivi in osnovne 
metabolne poti (Longo in sod., 1996). Primerna je tudi za preučevanje staranja, regulacijo 
izražanja genov, transdukcijo signalov, apoptozo, celični cikel ter številnih drugih 
bioloških procesov (Karathia in sod., 2011). 
 
2.5.1 Prednosti kvasovke S. cerevisiae kot modelnega organizma  
 
Glavne prednosti kvasovk za uporabo modelnega organizma so eksperimenti, ki so 
tehnično lažje izvedljivi, hitrejši in cenejši kakor metode, ki temeljijo na človeških celicah. 
Za vzdrževanje kulture in njeno rast ne potrebujemo zapletenih sterilnih tehnik ali dragih 
gojišč. Je najbolj preprost, enocelični evkariontski organizem s kratkim generacijskim 
časom (90 minut) (Menacho-Marquez in Murguia, 2007). 
 
Genetika kvasovk je dokaj enostavna saj je celotno zaporedje genoma, ki vsebuje le 6000 
genov (Goffeau in sod., 1996), dobro pojasnjeno in ustrezne podatkovne baze so na 
splošno dostopne (Mager in Winderickx, 2005). Haploidni genom kvasovke je zelo 
majhen, ni kompleksen in je zapakiran v 16 dobro znanih kromosomov.  
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V nastanek bolezni pri človeku je vpletenih 31 % genov, ki kažejo na homologijo z geni 
kvasovke (Menacho-Marquez in Murguia, 2007). Obstaja več primerov bolezni, stanj in 
procesov pomebnih za zdravje ljudi, ki se preučujejo pri kvasovkah, vključno z rakom, 
apoptozo, kontrolo celičnega cikla, diabetesom, boleznimi, ki so povezane z motnjami 
mitohondrijev, retrovirusnimi okužbami in številnimi nevrodegenerativnimi boleznimi 
živčevja, kot so Parkinsonova, Alzheimerjeva, Huntingtonova ter Battenova bolezen 
(Petranovic in Nielsen, 2008). 
 
2.5.2 Kvasovka S. cerevisiae v stacionarni fazi rasti kot modelni organizem  
 
Celice hitro rastejo v mediju, ki je bogat z glukozo, dokler proizvodnja energije v teh 
pogojih izhaja predvsem iz fermentacije. Ob izčrpanosti glukoze iz medija se rast celice 
upočasni in takrat vstopijo v stacionarno fazo rasti (Longo, 1999) v kateri lahko preživijo 
več tednov ali celo mesecev brez hranil. Pri tem se celice več ne delijo in se metabolizem 
upočasni (Jakubowski in sod., 2000).  
 
V stacionarni fazi rasti celice kvasovke S. cerevisiae so podobne celicam večceličnih 
organizmov z več vidikov (Gralla in Kosman, 1992; Longo in sod., 1996; Moradas-Ferreira in 
sod., 1996): 
 
 večino energije pridobivajo z mitohondrijskim dihanjem, 
 celice so v fazi mirovanja (G0 faza), 
 poškodbe se kopičijo skozi čas, 
 imajo enake mehanizme obrambe kot višji evkarionti. 
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3 MATERIAL IN METODE  
3.1 SHEMA CELOTNEGA POTEKA EKSPERIMENTA 
 
 
 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz celotnega poteka eksperimenta 
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3.2 MATERIAL 
 
3.2.1 Mikroorganizem 
 
Za poskuse smo uporabili kvasovko Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155 iz Zbirke 
industrijskih mikroorganizmov (ZIM) Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost 
živil Oddelka za živilstvo Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani. 
 
3.2.2 Toplotno obdelane goveje pleskavice 
 
Za poskus smo uporabili goveje pleskavice, pridobljene na Katedri za tehnologijo mesa in 
vrednotenje živil Oddelka za živilstvo Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani. Goveje 
pleskavice so bile pečene na dvoploščnem žaru pri petih različnih temperaturah, in sicer: 
120 °C, 160 °C, 180 °C,  220 °C in  260 °C. Pripravljene so bile v dveh skupinah A in B, 
in sicer tako, da so bile pleskavice A pečene do središčne temperature (Ts) = 72 °C 
(preglednica 3), medtem ko so se pleskavice B pekle 5 minut (preglednica 4).  
 
Preglednica 3: Goveje pleskavice, pečene na dvoploščnem žaru pri petih različnih temperaturah in Ts = 72 °C 
 
Vzorec A Temperatura žara Ts Čas pečenja 
HCA 001 120 °C 72 °C 6 min 37 s 
HCA 002 160 °C 72 °C 5 min 42 s 
HCA 003 180 °C 72 °C 5 min 34 s 
HCA 004 220 °C 72 °C 4 min 47 s 
HCA 005 260 °C 72 °C 3 min 40 s 
 
Preglednica 4: Goveje pleskavice pečene na dvoploščnem žaru 5 minut pri petih različnih temperaturah 
 
Vzorec B Temperatura žara Čas pečenja Ts 
HCA 001 120 °C 5 minut 57 °C 
HCA 002 160 °C 5 minut 71,8 °C 
HCA 003 180 °C 5 minut 65,4 °C 
HCA 004 220 °C 5 minut 68,2 °C 
HCA 005 260 °C 5 minut 76,7 °C 
 
3.2.3 Gojišča 
 
3.2.3.1 Precepljanje kulture kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 
  
- Trdno gojišče YEPD 
 
Sestavine trdnega gojišča YEPD (ang. yeast extract peptone dextrose) (preglednica 5) smo 
zmešali in ga avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,2 bar. Po 
končanem avtoklaviranju smo ga ohladili do temperature 45 °C ter razlili v petrijeve 
plošče. 
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Preglednica 5: Sestava trdnega gojišča YEPD (Atlas in Lawrence, 1993) 
 
Sestavina Količina  Končna koncentracija 
kvasni ekstrakt (Biolife) 5 g 1 % (w/v) 
pepton (Biolife) 10 g  2 % (w/v) 
glukoza (Merck) 10 g  2 % (w/v) 
agar (Biolife) 10 g 2 % (w/v) 
dH2O dolijemo do 500 mL 
 
3.2.3.2 Namnoževanje kulture kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 do začetka stacionarne faze 
rasti 
 
- Tekoče gojišče YEPD 
 
Sestavine tekočega gojišča YEPD (preglednica 6) smo zmešali in ga avtoklavirali 20 minut 
pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,2 bar.  
 
Preglednica 6: Sestava tekočega gojišča YEPD (Atlas in Lawrence, 1993) 
 
Sestavina Količina  Končna koncentracija 
kvasni ekstrakt (Biolife) 10 g 1 % (w/v) 
pepton (Biolife) 20 g  2 % (w/v) 
glukoza (Merck) 20 g  2 % (w/v) 
dH2O dolijemo do 1L 
 
3.2.4 Raztopine in reagenti 
 
3.2.4.1 Priprava ekstraktov govejih pečenih pleskavic in določanje vsebnosti HCA 
 
Za pripravo ekstraktov iz govejih pleskavic in določanje vsebnosti HCA smo uporabili 
naslednje reagente: 
 
 1 M NaOH (Merck) 
 interni standard TriMeIQx (TRC, A360000) 
 diatomejska zemlja Extrelut® NT (Merck)  
 etilacetat (Sigma) 
 100 % metanol (Merck)  
 0,1 M raztopina HCl (Merck)  
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3.2.4.2 Vzdrževanje kulture kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 v stacionarni fazi rasti 
 
- Pufer PBS 
 
Pufer PBS (ang. phosphate-buffered saline) (preglednica 7) smo sterilizirali z 
avtoklaviranjem 20 minut pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,2 bar in ga do uporabe 
hranili v hladilniku. 
 
Preglednica 7: Sestava pufra PBS  
 
Sestavina Količina  Končna koncentracija 
 
 
1 tableta (Oxoid) 
NaCl 8,0 g 8,0 % (w/v) 
Na2HPO4 1,15 g  1,15 % (w/v) 
KH2PO4 0,2 g 0,2 % (w/v) 
KCl 0,2 g 0,2 % (w/v) 
tableto raztopimo v 100 mL ddH2O 
 
3.2.4.3 Določanje znotrajcelične oksidacije celic 
 
- Kalijev fosfatni pufer (pH = 7,8) 
 
50 mM kalijev fosfatni pufer smo pripravili iz dveh raztopin: 50 mM raztopino kalijevega 
dihidrogenfosfata - KH2PO4 (preglednica 8) in 50 mM raztopino dikalijevega 
hidrogenfosfata - K2HPO4 (preglednica 9). S kislo komponento smo nato zniževali pH 
bazični komponenti, dokler nismo dosegli pH = 7,8. Tako pripravljen pufer smo 
avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,2 bar. 
 
Preglednica 8: Sestava 50 mM raztopine kalijevega dihidrogenfosfata (KH2PO4) 
 
Sestavina Količina  Končna koncentracija 
KH2PO4 (Merck) 3,40 g  50 mM 
ddH2O dolijemo do 500 mL 
 
Preglednica 9: Sestava 50 mM raztopine dikalijevega hidrogenfosfata (K2HPO4) 
 
Sestavina Količina  Končna koncentracija 
K2HPO4 (Merck)  4,36 g  50 mM 
ddH2O dolijemo do 500 mL 
 
- Reagent 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA) 
 
Reagent smo hranili v zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C. 1 mM založno raztopino 
H2DCFDA smo pripravili tako, da smo 0,0049 g H2DCFDA (Sigma) raztopili v 10 mL 96 
% etanola (Merck).  
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3.2.4.4 Določanje vsebnosti glutationa v reducirani obliki  
 
- Komplet »Glutathione Colorimetric Assay Kit« (Biovision) 
 
Vsebnost glutationa v reducirani obliki smo določali s kompletom "Glutathione 
Colorimetric Assay Kit (Biovision)", ki je vseboval: 
 reakcijski pufer GSH 
 substrat GSH (DTNB) 
 generacijska mešanica NADPH (liofilizirana) 
 glutation reduktaza 
 sulfosalicilna kislina (SSA) 
 standard GSH (liofiliziran) 
 
Glutationski substrat (DTNB) in NADPH generacijsko mešanico smo pripravili tako, da 
smo v stekleničke iz kompleta dodali po 1 mL reakcijskega pufra GSH, premešali ter 
hranili v temi na ledu. Tako pripravljene reagente smo hranili v zamrzovalniku pri 
temperaturi -20 °C. Pri tej temperaturi so reagenti stabilni 2 meseca. V stekleničko 
sulfosalicilne kisline smo dodali 19 mL dH20, da smo dobili 5 % SSA, ki smo jo naprej 
uporabljali pri poskusu. 100 mL reakcijskega pufra GSH smo alikvotirali in hranili v 
zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C.  
 
3.2.4.5 Merjenje koncentracije proteinov (metoda po Bradfordu) 
 
- Bradfordov reagent (Biorad) 
 
Bradfordov reagent (5x koncentriran) (Biorad) smo pred uporabo 5x redčili z ddH20. 
3.3 APARATURE, NAPRAVE IN PRIBOR 
 
3.3.1 Priprava ekstraktov HCA 
 magnetni mešalnik  
 kolone (ang. Cartridge) Oasis MCX 3cc 60 mg (ang. Mixed Mode Cation 
Exchanger) (LP Extraction Cartridges, cat: 186000253, Waters, Ireland) 
 100-mL steklene čaše 
 trak Parafilm® Sealing Film 
 steklene palčke za mešanje 
 stekleni liji 
 stojalo za ločilni lij 
 filter papir (Sartorius 391) 
 50-mL erlenmajerice s plastičnimi pokrovčki 
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3.3.2 Priprava gojišč, raztopin in reagentov za kultivacijo kvasovk S. cerevisiae 
 
 tehtnica PS 1200/C/2 (Radwag) 
 avtoklav (Sutjeska) 
 magnetno mešalo MM-540 (Tehtnica) 
 pH-meter S20 SevenEasy (Mettler Toledo) 
 
3.3.3 Inokulacija, kultivacija in inkubacija kvasovk S. cerevisiae 
 
 stresalnik Multitron (Infors HT) 
 brezprašna komora LFV P122 (Pio) 
 vrtinčno mešalo Yellowline TTS 2 (IKA) 
 spektrofotometer MA 9510 (Iskra) 
 centrifuga Centric 322A (Tehtnica) 
 inkubator IG 150 (Jouan) 
 1,5-L steklena čaša 
 1-L steklena steklenica z zamaškom 
 dve 1000-mL erlenmajerici s stransko kiveto z 1 utorom (Schott Duran) 
 dve 100-mL erlenmajerici s stransko kiveto z 1 utorom (Schott Duran) 
 500-mL erlenmajerica s stransko kiveto (Simax) 
 100-mL merilni valj 
 50-mL merilni valj  
 penasti zamaški 
 plastična cepilna zanka  
 aluminijasta folija 
 
3.3.4 Določanje nivoja znotrajcelične oksidacije 
 
 čitalec mikrotitrskih ploščic Safire2 (Tecan)  
 računalniški program Magellan 
 črne 96-mestne mikrotitrske plošče (Costar) 
 brezprašna komora LFVP122 (Iskra)  
 stresalnik Multitron (Infors HT)  
 vrtinčno mešalo Yellowline TTS 2 (IKA) 
 centrifuga Centric 322A (Tehtnica)  
 inkubator IG 150 (Jouan) 
 50-mL falkonke z ravnim dnom 
 12,5-mL falkonka z ovalnim dnom 
 penasti zamaški  
24 
Delić A. Vpliv ekstraktov pečenega govejega mesa na znotrajcelično oksidacijo v kvasovkah vrste S. cerevisiae.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 avtomatske pipete (Biohit) 
 plastični nastavki 
 
3.3.5 Določanje vsebnosti glutationa v reducirani obliki 
 
 stresalnik Multitron (Infors HT) 
 centrifuga z možnostjo hlajenja (Sigma) 
 vrtinčno mešalo yellowline TTS 2 (IKA)  
 cirkonij-kremenčeve kroglice  
 homogenizator Bullet Blender Storm 24 (Next Advance) 
 Thermomixer comfort (Eppendorf) 
 čitalec mikrotitrskih ploščic Safire2 (Tecan)  
 računalniški program Magellan 
 prozorne 96-mestne mikrotitrske plošče (Costar) 
 50-mL falkonke z ravnim dnom 
 2-mL mikrocentrifugirke (Eppendorf) 
 1,5-mL mikrocentrifugirke (Eppendorf)  
 avtomatske pipete (Biohit) 
 plastični nastavki in penasti zamaški 
 
3.3.6 Merjenje koncentracije proteinov (metoda po Bradfordu) 
 
 čitalec mikrotitrskih ploščic Safire2 (Tecan)  
 prozorne 96-mestne mikrotitrske plošče (Costar) 
 2-mL mikrocentrifugirke (Eppendorf) 
 pipete in plastični nastavki  
 
3.3.7 Shranjevanje vzorcev, raztopin in reagentov 
 
 hladilnik 4 °C 
 zamrzovalna omara -20 °C (LTH)  
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3.4 METODE 
 
3.4.1 Priprava ekstraktov govejih pečenih pleskavic in določanje vsebnosti HCA  
 
Heterociklične amine (HCA) iz govejih pleskavic smo ekstrahirali z ekstrakcijo s trdno 
fazo in jih analizirali s pomočjo tekočinske kromatografije v kombinaciji z masno 
spektrometrijo. Ekstrakcijo in analizo ekstraktov iz govejih pleskavic smo opravili na 
Katedri za tehnologijo mesa in vrednotenje živil, Oddelka za živilstvo, Biotehniške 
fakultete, Univerze v Ljubljani. 
 
Ekstrakcijo HCA iz govejih pleskavic (Preglednica 3, 4) smo izvedli po modificirani 
metodi po Messner in Murkovic (2004) ter Sentellas in sod. (2004). Najprej smo v 100-mL 
čaše zatehtali 3 g (± 0,001 g) predhodno homogeniziranega vzorca, dodali 12 mL 1 M 
NaOH in 100 μL internega standarda TriMeIQx v metanolu ter jih za 12 ur postavili na 
magnetni mešalnik. Po končanem 12-urnem mešanju smo dodali 12 g diatomejske zemlje 
Extrelut® NT ter vse dobro premešali. HCA smo ekstrahirali s 70 mL etilacetata. Vsebino 
iz čaše smo prenesli v stekleni lij, na katerem je bil filter papir in eluat zbirali v 50-mL 
erlenmajerice.  
 
Nato je sledilo čiščenje vzorcev z metodo ekstrakcije s trdno fazo (ang. solid phase 
extraction, SPE) za kar smo uporabili kolone Oasis MCX 3cc 60 mg (ang. Mixed Mode 
Cation Exchanger) (LP Extraction Cartridges, cat: 186000253, Waters, Ireland). Eluat smo 
injicirali na kolono, ki smo jo predhodno kondicionirali z 2 mL metanola ter uravnotežili z 
2 mL etilacetata. Čiščenje je potekalo z 2 mL 0,1 M raztopine HCl in z 2 mL metanola. 
Kolono smo najprej posušili na zraku, nato pa pod vakuumom. Zatem smo na adsorbent 
MCX ujete polarne in nepolarne HCA eluirali z 2 mL mešanice metanola in 25 % 
raztopine amonijaka v razmerju 19:1 (w/v). Dobljene vzorce smo nato do suhega 
evaporirali v vakumski cetrifugi in jih pred analizo raztopili v 200 μL 100 % metanola – 
založne raztopine vzorcev. 
 
3.4.2 Kultivacija kvasovk S. cerevisiae 
 
- Precepljanje kulture kvasovk S. cerevisiae  
 
Delovno kulturo S. cerevisiae (ZIM 2155) smo najprej precepili na trdno gojišče YEPD 
(preglednica 5) ter jo tri dni hranili v inkubatorju pri 28 °C.  
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- Namnoževanje kulture kvasovk S. cerevisiae do začetka stacionarne faze rasti 
 
Tri dni staro kulturo S. cerevisiae smo nato s pomočjo cepilne zanke prenesli s trdnega 
gojišča YEPD v 50 mL tekočega gojišča YEPD. Kulturo smo postoma nacepljali, dokler 
nismo dosegli optično gostoto (OD) kulture ~ 0,95 pri 650 nm. Zatem smo 40 mL celične 
suspenzije prenesli v 360 mL tekočega gojišča YEPD. Kultivacija kvasovk je potekala 60 
ur na stresalniku pri 28 °C in 220 obr./min., oz. do začetka stacionarne faze rasti ter 
koncentracije celic 5 × 108  celic/mL. 
 
- Vzdrževanje kulture kvasovk S. cerevisiae v stacionarni fazi rasti 
 
Po 60 urah kultivacije smo kulturo prenesli v pufer PBS (preglednica 7), ki smo ga 
sterilnega hranili v inkubatorju pri temperaturi 28 °C. Najprej smo odvzeli 50 mL brozge, 
jo prelili v 50-mL centrifugirko in centrifugirali 3 minute pri 4000 obr./min. Po končanem 
centrifugiranju smo odlili nastali supernatant ter sediment sprali s 50 mL pufra PBS, 
ogretega na 28 °C. Nato smo postopek še enkrat ponovili. 40 mL celične suspenzije smo 
zatem prenesli v 500-mL erlenmajerico in dodali 160 mL pufra PBS. Tako pripravljeno 
kulturo kvasovk smo inkubirali 96 ur na stresalniku pri 220 obr./min. in temperaturi 28 °C.  
 
3.4.3 Izpostavitev celic kvasovke S. cerevisiae ekstraktom HCA 
 
Po 96 urah stresanja in inkubacije celične kulture kvasovk S. cerevisiae v pufru PBS 
(preglednica 7) smo celice izpostavili ekstraktom HCA. V  50-mL centrifugirke smo 
najprej prenesli 10 mL celične suspenzije in v vsako dodali 20 μL založne oz. delovne 
raztopine (100x in 10000x redčena založna raztopina) ekstrakta HCA (točka 3.4.1) oz. v 
primeru kontrole 20 μL 100 % metanola. Zatem smo centrifugirke pokrili s penastimi 
zamaški ter suspenzijo celic inkubirali 2 uri na stresalniku pri 28 °C in 220 obr./min. v 
temi.  
 
3.4.4 Določanje nivoja znotrajcelične oksidacije celic 
 
Po tretiranju celic kvasovke S. cerevisiae s ekstraktom HCA, smo celično suspenzijo 
centrifugirali 5 minut pri 4000 obr./min. ter odstranili supernatant. Nato smo sedimentu 
dodali 10 mL 50 mM kalijevega fosfatnega pufra (pH = 7,8), ki smo ga predhodno filtrirali 
in ogrevali na 28 °C. Suspenzijo celic smo dobro premešali in jo centrifugirali 5 minut pri 
4000 obr./min. Zatem smo dodali 5 mL 50 mM kalijevega fosfatnega pufra, dobro 
premešali in inkubirali 10 minut pri temperaturi 28 °C. Po končani inkubaciji smo v temi 
dodali 50 μL sveže pripravljene 1 mM raztopine H2DCFDA. Nato smo centrifugirke ovili 
v aluminijasto folijo in jih inkubirali 15 minut v temi na stresalniku pri temperaturi 28 °C.  
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Po končani inkubaciji smo 200 μL vzorca nanesli v jamice mikrotitrske plošče in s 
pomočjo čitalca mikrotitrskih plošč Safire2 (Tecan) v 2-urni kinetiki spremljali 
fluorescenčno intenziteto (FI).  
 
Iz dobljenih vrednosti meritev smo nato izračunali prirast fluorescenčne intenzitete (PFI) 
(enačba 1).  
 
𝑃𝐹𝐼 =  (
𝐹120−𝐹0
𝐹0
)                                                                                                             … (1) 
 
F120 - vrednost fluorescence ob času t = 120 min. 
F 0   - vrednost fluorescence ob času t = 0 min. 
 
Dobljeni rezultati so bili normalizirani na vrednost OD (𝑃𝐹𝐼/𝑂𝐷). 
 
Rezultate smo izrazili kot povprečni relativni prirast fluorescenčne intenzitete (RPFI) glede 
na kontrolo (enačba 2), pri čemer nižje vrednosti pomenijo večji AOP in obratno.  
 
𝑅𝑃𝐹𝐼 =  (
𝑃𝐹𝐼𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐/𝑂𝐷
𝑃𝐹𝐼𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎/𝑂𝐷
)                                                                                                 … (2) 
 
3.4.5 Določanje vsebnosti glutationa v reducirani obliki 
 
Vsebnost glutationa v reducirani obliki smo določali s pomočjo komercialnega kompleta 
»Glutathione Colorimetric Assay Kit« (Biovision). Metoda temelji na reakciji DNTB (5,5-
ditiobis-(2-nitrobenzojska kislina) in glutationa pri čemer nastane TNB (2-nitro-5-
tiobenzojska kislina) oz. anion te kisline z izrazito rumeno barvo, ki jo lahko 
spektrofotometrično določimo. Oksidirana oblika (glutation disulfid, GSSG) se lahko s 
pomočjo encima glutation reduktaze reducira nazaj v GSH, pri čemer GSH ponovno 
reagira z DTNB, kar privede do še večje proizvodnje TNB. Komplet vsebuje tudi 5-
sulfosalicilno kislino (SSA), ki je ena od najbolj  primernih za deproteinizacijo vzorcev, 
zaradi česar se zmanjša neencimska oksidacija GSH. 
Vsebnost glutationa v reducirani obliki smo določali po navodilih proizvajalca, z manjšimi 
spremembami.   
 Po izpostavitvi celic kvasovke S. cerevisiae z HCA ekstraktom smo v 12,5-mL 
centrifugirke prenesli 8 mL celične suspenzije, centrifugirali 5 minut pri 4000 
obr./min. ter odstranili supernatant.  
 Po odstranitvi supernatanta smo sediment resuspendirali v 5 mL pufra PBS, 
suspenzijo celic premešali, centrifugirali 5 minut pri 4000 obr./min. ter vzorce 
prenesli na led.  
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 Sedimentu smo dodali 100 μL hladnega reakcijskega pufra GSH premešali na 
vrtičniku ter inkubirali na ledu 10 minut.  
 Po končani inkubaciji smo v 2-mL mikrocentrifugirke odpipetirali vsebino iz 12,5-
mL centrifugirk in jim dodali žličko cirkonij-kremenčevih kroglic. Nato smo s 
pomočjo homogenizatorja, 2 minuti razbijali celice.   
 V 1,5-mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 80 μL dobljenega homogenata, 
dodali 20 μL 5 % SSA ter dobro premešali na vrtičniku. Preostali homogenat smo 
hranili v hladilniku pri 4 °C in ga uporabili za merjenje koncentracije proteinov 
(metoda po Bradfordu). 
 
Sledila je priprava slepega vzorca, ki je vseboval 80 μL hladnega reakcijskega pufra GSH 
in 20 μL 5 % SSA ter ga skupaj z ostalimi vzorci inkubirali na ledu 5 minut.  
 Vzorce smo nato centrifugirali pri 8000 g, 10 minut pri 4 °C.  
 V 1,5-mL mikrocentrifugirki smo pripravili reakcijsko mešanico (preračunano na 
število vzorcev), ki je vsebovala 20 μL generacijske mešanice NADPH in 140 μL 
reakcijskega pufra GSH ter jo inkubirali 10 minut na 25 °C.  
 V 1,5-mL mikrocentrifugirke odpipetirali 20 μL supernatanta, dodali 160 μL 
reakcijske mešanice in jih inkubirali 7 minut na 25 °C.  
 Nato smo vzorce (160 μL) nanesli na mikrotitrsko ploščico za merjenje absorbance 
ter jim dodali 18 μL substrata GSH. S čitalcem mikrotitrskih ploščic Safire2 
(Tecan) ter programsko opremo Magellan smo izmerili intenziteto absorbance pri 
svetlobi valovne dolžine 405 nm. 
 
Količino glutationa smo določili na podlagi umeritvene krivulje in vsebnost glutationa v 
reducirani obliki izrazili kot μg GSH/μg  proteinov celičnega lizata (priloga A). Dobljene 
rezultate smo izrazili kot relativne vrednosti GSH/masa proteinov celičnega lizata (%).  
 
3.4.5.1 Merjenje koncentracije proteinov (metoda po Bradfordu) 
 
Vzorce homogenatov, ki smo jih hranili v hladilniku za merjenje koncentracije proteinov 
(točka 3.4.5), smo najprej centrifugirali 5 minut pri 13400 obr./min. Vzorce smo nato 5-
krat redčili tako, da smo 10 μL supernatanta redčili z 40 μL dH2O. Za slepi vzorec smo 
uporabili 10 μL reakcijskega pufra GSH, katerega smo prav tako redčili z 40 μL dH2O. 
Zatem smo v 2-mL mikrocentrifugirko odpipetirali 400 μL 5-krat koncentriranega 
Bradford reagenta in mu dodali 1600 μL dH2O. V jamice prozorne mikrotitrske ploščice 
smo odpipetirali 4 μL ustrezno redčenega vzorca in dodali 196 μL 5-krat redčenega 
Bradford reagenta. Nato smo po 5-minutni inkubaciji na sobni temperaturi s čitalcem 
mikrotitrskih ploščic Safire2 (Tecan) ter programsko opremo Magellan izmerili absorbanco 
pri valovni dolžini 595 nm. Na podlagi umeritvene krivulje (priloga B) smo določili 
koncentracijo proteinov. 
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3.4.6 Statistična analiza rezultatov 
 
Povprečna vrednost 
 
Pridobljene rezultate meritev, smo podali kot poprečne vrednosti vseh meritev znotraj 
določene metode, v skladu z enačbo 3 (Košmelj, 2007). 
 
?̅?  = (
∑ 𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1
𝑛
)                                                                                                                   … (3) 
 
kjer je: 
?̅? – povprečna vrednost 
n – število vzorcev 
𝑥𝑖 – vrednost i-te meritve 
 
Standardni odklon 
 
Za oceno variabilnost rezultatov smo uporabili standardni odklon (SD), ki smo ga 
izračunali v skladu z enačbo 4 (Košmelj, 2007). 
 
 𝑆𝐷 = √
∑ (𝑥𝑖 − 𝑥)
2𝑛
𝑖=1
𝑛−1
                                                                                                         … (4) 
 
kjer je: 
𝑥𝑖 – vrednost i-te meritve 
?̅? – povprečna vrednost 
n – število vzorcev 
 
Duncan test 
 
Statistično značilne razlike med različnimi tretiranji znotraj skupine vzorcev A in B pri 
določanju nivoja znotrajcelične oksidacije  (ekstrakt HCA ter dva redčena ekstrakta HCA 
(100xR in 10000xR) in vsebnosti glutationa v reducirani obliki (ekstrakti HCA) smo 
ugotavljali z Duncanovim testom mnogoterih primerjav s 95 % intervalom zaupanja. 
Vrednosti, ki so ob istem času merjenja označene z različnim indeksom (a, b, c), se med 
seboj razlikujejo. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
Heterociklični amini so spojine, ki nastajajo med pečenjem rdečega mesa, perutnine in rib. 
Nekateri HCA so prav tako prisotni v tobačnem dimu in v dizelskih izpušnih plinih 
(Turesky, 2007). V toplotno obdelanih živilih je identificiranih približno 30 različnih HCA 
(Roemer in sod., 2016).   
 
V sklopu magistrske naloge smo preučevali vpliv ekstraktov HCA iz govejih pleskavic, 
pečenih pri različnih pogojih (različno nihanje temperature na dvoploščnem žaru), na 
modelnem organizmu - kvasovki Saccharomyces cerevisiae. Pri tem smo analizirali 
prisotnost HCA v mesnih ekstraktih, določali vpliv ekstraktov HCA na nivo znotrajcelično 
oksidacijo kvasnih celic in na vsebnost glutationa v reducirani obliki. 
 
Za določanje nivoja znotrajcelične oksidacije smo uporabili ekstrakt HCA (založna 
raztopina) in dve različni redčitvi ekstrakta HCA (100xR in 10000xR), ter ekstrakt HCA za 
določanje vsebnosti glutationa v reducirani obliki.  
4.1 DOLOČANJE VSEBNOSTI HCA V EKSTRAKTIH IZ PEČENIH GOVEJIH 
PLESKAVIC  
 
Mutagenost ekstraktov iz različnih vrst mesa je odvisna od načina pečenja mesa, kar ima 
za posledico različno vsebnost posameznih HCA v ekstraktu (Jägerstad in sod.,1991).  
V ekstraktih pečenih govejih pleskavic smo določili dva heterociklična amina: 2-amino-1-
metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin (PhIP) in 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 
(MeIQx).  
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Slika 2: Vsebnost PhIP in MeIQx v ekstraktih iz govejih pleskavic pečenih na dvoploščnem žaru pri petih 
različnih temperaturah in Ts = 72 °C. 
 
Pomembni dejavniki pri tvorbi HCA so ne le način toplotne obdelave, temveč tudi 
temperatura in čas toplotne obdelave. V našem poskusu smo z vidika toplotne obdelave 
preučili samo vpliv časa pečenja oz. vpliv središčne temperature, ki se običajno uporablja v 
gastronomiji in je z zdravstvenega vidika najprimernejša za uživanje mesa, na vsebnost 
HCA.  
Na sliki 2 so prikazane vsebnosti PhIP in MeIQx, ki so se tvorili med pečenjem govejih 
pleskavic na dvoploščnem žaru pri petih različnih temperaturah do Ts = 72 °C. Kot smo 
pričakovali, je bilo pri vseh vzorcih relativno največ PhIP, sledil je MeIQx v veliko nižji 
koncentraciji. Najvišjo koncentracijo PhIP smo izmerili pri vzorcu HCA 005 A, najnižjo 
koncentracijo pa pri vzorcu HCA 003 A, vendar so razlike med posameznimi vzorci 
minimalne. Pri vseh vzorcih smo v veliko nižji koncentraciji izmerili prisotnost MeIQx. 
Enake ugotovitve za posamezne vzorce veljajo glede vsebnosti skupnih HCA. 
Če primerjamo vzorce znotraj skupine A vidimo, da v splošnem ni razlik v vsebnosti HCA, 
če uporabljamo različne temperature in različen čas pečenja in tako dosežemo enako 
središčno temperaturo (Ts = 72 °C).  
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Slika 3: Vsebnost PhIP in MeIQx v ekstraktih iz govejih pleskavic pečenih na dvoploščnem žaru 5 minut pri 
petih različnih temperaturah. 
 
Tudi med vzorci znotraj skupine B vidimo, da v splošnem ni razlik v vsebnosti HCA, če 
uporabljamo različne temperature in enak čas pečenja in pri tem dosežemo različno 
središčno temperaturo. Podobno kot pri vzorcih A, smo tudi pri vzorcih B zaznali relativno 
najvišjo koncentracijo PhIP, sledil je MeIQx v veliko nižji koncentraciji. Pokazalo se je pa, 
da so razlike med posameznimi vzorci minimalne (Slika 3). 
Povzamemo lahko, da v splošnem ni razlik v vsebnosti HCA, tako pri vzorcih pečenih do 
središčne temperature 72 °C (Slika 2) kot tudi pri vzorcih pečenih 5 minut (Slika 3). 
Menimo, da večje spremembe v vsebnosti HCA nastopajo pri daljšem času pečenja ali 
višjih središčnih temperaturah, kar ima za posledico večjo izcejo med pečenjem oz. prenos 
prekurzorjev HCA iz notranjosti na površino mesa.  
 
Došler (2007) je v svoji študiji pokazal, da ima središčna temperatura značilen vpliv na 
vsebnost HCA. V prašičjih mišicah, ki so jih pekli pri temperaturi 220 °C do Ts = 70 °C in 
Ts = 95 °C so ugotovili, da se v vzorcih pečenih do središčne temperature 95 °C v 
povprečju tvori za 2,8- do 4,3-krat več HCA. Vzorce pečene do Ts = 95 °C so pekli 
(povprečno 543 s) dlje časa od vzorcev pečenih do Ts = 70 °C (povprečno 340 s). Pri 
daljšem času pečenja meso posledično odda več mesnega soka. Skog in sod. (2003) prav 
tako menijo, da je zaradi večje izgube mase med toplotno obdelavo večja tudi tvorba 
mutagenih spojin. 
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Skog in Solyakov (2002) navajata, da je povečana vsebnost PhIP posledica večje količine 
aminokislin pred toplotno obdelavo mesa. Vsebnost PhIP je bila največja pri vseh vrstah 
toplotno obdelanega mesa, sledi mu MeIQx v polovičnih koncentracijah. Naši rezultati so 
tudi pokazali večjo vsebnost PhIP pri vseh vzorcih, medtem, ko smo v veliko nižji 
koncentraciji izmerili prisotnost MeIQx.  
 
Messner in Murkovic (2004) navajata, da je PhIP toplotno najmanj stabilen in, da se pri 
temperaturi 225 °C začne celo razgrajevati. Nasprotno temu pa so Polak in sod. (2009) 
ugotovili, da je MeIQx najbolj termolabilen, katerega vsebnost se pri središčni temperaturi 
80 °C zmanjša za 60 %.  
 
Arvidsson in sod. (1997) navajajo, da količina HCA v govejem mesnem soku zelo hitro 
naraste pri temperaturi 200 °C in v času 5-10 minut toplotne obdelave lahko doseže svoj 
maksimum, kot tudi z zvišanjem temperature ob enakem času toplotne obdelave. Pri 
temperaturi 225 °C v primeru podaljšanega časa toplotne obdelave pride do zmanjšanja 
vsebnosti HCA. 
 
Puangsombat in sod. (2011) so pokazali, da imajo različne metode kuhanja velik vpliv na 
tvorbo skupnih HCA. Tako je celokupna količina HCA pri ocvrtem govejem mesu znašala 
2,73 ng/g, medtem, ko je pri pečenem govejem mesu (za vzorce s stopnjo zapečenosti 
»medium rare«) znašala 1,72 ng/g (p > 0,05). Pri vzorcih s stopnjo zapečenosti »well-
done«, se je celokupna količina HCA pri ocvrtem govejem mesu (8,92 ng/g) statistično 
značilno razlikovala (p < 0,05) od tiste pri pečenem govejem mesu (6,04 ng/g). Ugotovili 
so tudi, da je za nastanek HCA bolj pomemben čas toplotne obdelave kot sama 
temperatura. Pri tem so goveje meso pekli pri temperaturi 232 °C, medtem, ko so goveje 
meso cvrli pri nižji temperaturi 204 °C dlje časa. 
 
Surovo meso vsebuje 69–75 % vode, medtem, ko se med toplotno obdelavo zaradi 
evaporacije in izceje vsebnost vode v mesu zmanjša na 60–65 %. Količina izgubljene vode 
je odvisna od načina priprave mesa, metode segrevanja in končne središčne temperature 
mesa (70 °C ali 90 °C) (Palka, 2004), kar povzroči nastanek skorje na površini mesa 
(Messner in Murkovic, 2004). 
 
Mutagena aktivnost vzorca je odvisna od izgube mase med toplotno obdelavo mesa. Skog 
in sod. (2003) so pokazali da, je večja mutagena aktivnost vzorca pri večji izgubi mase 
med toplotno obdelavo mesa posledica večjega prenosa v vodi topnih prekurzorjev na 
površino mesa, kjer se tvorijo HCA. Shahidi in sod. (2004) tudi navajajo da, se produkti 
Maillardove reakcije, med katerimi so tudi heterociklični amini, tvorijo na površini (v 
skorji) toplotno obdelanega mesa, kjer je zaradi toplotne dehidracije manjša vsebnost vode. 
Tako so za potrebe raziskav pri različnih študijah pripravili ekstrakte iz piščančjega, 
prašičjega in/ali govejega mesa in sicer ločeno iz zapečene skorje in mesne sredice.  
34 
Delić A. Vpliv ekstraktov pečenega govejega mesa na znotrajcelično oksidacijo v kvasovkah vrste S. cerevisiae.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
Pezdirc  (2013) je v ekstraktih skorje pečenega mesa določil tri HCA PhIP, MeIQx in 4,8-
DiMeIQx, medtem ko je količina ostalih HCA bila pod mejo zaznavnosti (0,001 μg/mL). 
Rezultati analize mesnega izvlečka niso pokazali prisotnost HCA. Največjo vsebnost HCA 
so izmerili v skorji piščančjega mesa (140,24 μg/mL), nato v skorji prašičjega (82,54 
μg/mL), najmanj pa v skorji govejega mesa (51,61 μg/mL). V ekstraktu sredice pečenega 
mesa je po količini prevladoval MeIQx, razen pri ekstraktu iz pečenega govejega mesa, 
kjer so izmerili največ PhIP, vendar pa so bile razlike med obema koncentracijama majhne. 
 
Kopčavar (2010) je v izvlečku skorje pečenega piščančjega mesa določila najvišjo 
koncentracijo MeIQx, z 67,21 µg/mL, sledil mu je PhIP, z 64,70 µg/mL, medtem, ko je v 
veliko nižji koncentraciji bil prisoten DiMeIQx, z 8,33 µg/mL. Celokupna količina HCA v 
izvlečku skorje pečenega piščančjega mesa je znašala 140,24 µg/mL. HCA v izvlečku 
sredice pečenega piščančjega mesa niso zaznali. 
 
Podobne rezultate so opisali tudi v študiji, kjer so raziskovali vpliv izvlečkov iz različnih 
vrst mesa, le da so največ HCA zaznali v perutnini in približno dvakrat manj v govedini in 
svinjini. Na prisotnost HCA so testirali tudi mesne sredice istih kosov pečenega mesa, v 
katerih središčna temperatura med pripravo na dvoploščnem žaru ni presegla 80 °C. V 
ekstraktih mesnih sredic HCA niso bili prisotni in so jih v vseh testih uporabljali kot 
negativne kontrole (Skrt, 2009). 
 
Vse 3 predhodno omenjene študije so pokazale eno, in sicer da, je vsebnost heterocikličnih 
aminov v izvlečku sredice bila pod mejo detekcije oziroma niso zaznali njihovo prisotnost. 
Primerjava dobljenih rezultatov z zgoraj omenjenimi študijami je težavna, saj v našem 
primeru gre za realne vzorce oz. izvlečke celotne goveje pleskavice. Pri tem je potrebno 
poudariti, da ni pomembna samo celokupna koncentracija HCA v izvlečku, temveč tudi 
sestava izvlečka. Pomembno je tudi izpostaviti, da nižje vrednosti HCA v izvlečku sredice 
pečenega mesa ne pomenijo tudi nižjo izpostavljenost in dnevni vnos HCA, saj gre za 
živilo, ki ga zaužijemo vključno s skorjo, ki vsebuje zelo visoko koncentracijo HCA. 
 
Rezultati naše raziskave so pokazali, da je pri vseh vzorcih relativno največ PhIP, sledil je 
MeIQx v veliko nižji koncentraciji, vendar so razlike med posameznimi vzorci minimalne. 
Pokazali smo tudi, da so razlike med najvišjo in najnižjo celokupno količino HCA v 
izvlečku govejih pleskavic zelo minimalne. V naši raziskavi smo za poskus uporabili 
goveje pleskavice pripravljene na način, ki se običajno uporablja v gospodinjstvu (čas 
pečenja 5 minut), kot tudi profesionalni način pečenja (središčna temperatura 72 °C). 
Različni pogoji priprave hrane lahko vodijo do povečane količine HCA v hrani, saj 
predvidevamo, da toplotna obdelava mesa v gospodinjstvu običajno poteka pri zelo visokih 
temperaturah, kot tudi daljšem času pečenja. 
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Ob izpostavljenosti HCA je treba tudi upoštevati dejstvo, da se načini toplotne obdelave in 
prehranske navade med populacijami razlikujejo. Tako na primer na Švedskem, kjer je 
največji izračunani dnevni vnos HCA 0-7 μg, ostanke iz ponve uporabljajo za pripravo 
omak. V teh ostankih je ponavadi več HCA v primerjavi z mesom in če zaužijemo samo 
meso, brez ostankov, lahko zaužijemo za polovico manj HCA (Skog, 2002). 
4.2 DOLOČANJE NIVOJA ZNOTRAJCELIČNE OKSIDACIJE 
 
Nivo znotrajcelične oksidacije v celicah kvasovk S. cerevisiae smo ocenili z uporabo 
barvila diklorofluoresceina (H2DCFDA), ki se uporablja za splošno oceno nivoja 
znotrajcelične oksidacije ne pa tudi za določanje posameznih zvrstmi ROS. Intenziteta 
fluorescence je merilo nivoja znotrajcelične oksidacije. Višja kot je bila intenziteta 
fluorescence, višji je bil tudi nivo znotrajcelične oksidacije. 
 
Merjenje nivoja znotrajcelične oksidacije smo izvedli po 2-urni izpostavitvi kvasovke 
Saccharomyces cerevisiae ekstraktom HCA iz pečenih govejih pleskavic. Pri tem smo 
vedno opravili tudi meritve za kontrolo, ki nam jo je predstavljala kultura kvasovke 
izpostavljena topilu v enakem volumnu, kot je bil volumen vzorca. 
 
V skladu z zastavljeno hipotezo smo preučili vpliv in delovanje HCA na kvasovko 
Saccharomyces cerevisiae na celični ravni. Zanimalo nas je, ali se bo v celicah kvasovke, 
izpostavljenim ekstraktom HCA iz pečenega govejega mesa, nivo znotrajcelične oksidacije 
zvišal v primerjavi z netretiranimi celicami. Pri tem smo kvasovko Saccharomyces 
cerevisiae izpostavili ekstraktom HCA ter dvem različnim redčitvam ekstrakta HCA 
(100xR in 10000xR) in skladno z zastavljeno hipotezo preverili njihov vpliv na nivo 
znotrajcelične oksidacije.  
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Slika 4: Določanje nivoja znotrajcelične oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi raztopini ekstrakta HCA pri vzorcih HCA 001 A (A), 
HCA 002 A (B), HCA 003 A (C), HCA 004 A (D), HCA 005 A (E)  ter dveh različnih redčitev ekstrakta HCA (100xR in 10000xR). Rezultati so predstavljeni kot 
povprečni relativni prirast fluorescenčne intenzitete (RPFI) ± SD dveh bioloških ponovitev glede na kontrolo. Vrednosti, ki so na posameznih grafih A, B, C, D, E  
označene z različnim indeksom (a, b, c), se med seboj razlikujejo. 
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Slika 5: Določanje nivoja znotrajcelične oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi raztopini ekstrakta HCA pri vzorcih HCA 001 B (A), 
HCA 002 B (B), HCA 003 B (C), HCA 004 B (D), HCA 005 B (E) ter dveh različnih redčitev ekstrakta HCA (100xR in 10000xR). Rezultati so predstavljeni kot 
povprečni relativni prirast fluorescenčne intenzitete (RPFI) ± SD dveh bioloških ponovitev glede na kontrolo. Vrednosti, ki so na posameznih grafih A, B, C, D, E 
označene z različnim indeksom (a, b), se med seboj razlikujejo. 
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V stresnih pogojih, ko pride do porušenega ravnovesja med ROS in antioksidanti v korist  
ROS, se celice kvasovk znajdejo v oksidativnem stresu. Kvasovke v tem primeru zaznajo 
povečano količino ROS in so se zmožne odzvati z indukcijo primarnega in sekundarnega 
antioksidativnega obrambnega sistema (Costa in Moradas-Ferreira, 2001; Luo in sod., 
2017). 
 
Glede na rezultate, pridobljene v sklopu meritev nivoja znotrajcelične oksidacije kvasovke 
S. cerevisiae po 2-urni izpostavitvi raztopini ekstrakta HCA iz vzorcev pečenih 5 minut, 
smo ugotovili, da je nivo znotrajcelične oksidacije vzorcev z dodanim ekstraktom HCA in 
redčenim ekstraktom HCA (100xR in 10000xR) pri vseh vzorcih večinoma enak kontroli 
(Slika 5).  
 
Nivo znotrajcelične oksidacije vzorca z dodanim ekstraktom HCA in redčenim ekstraktom 
HCA (10000xR) je tudi pri vseh vzorcih pečenih do središčne temperature 72 °C večinoma 
enak kontroli. Izjemo predstavljajo le rezultati, pridobljeni v primeru izpostavitve 
kvasovke S. cerevisiae redčenim ekstraktom HCA (100xR), saj se pri vseh vzorcih 
(100xR) kaže trend zvišanja nivoja znotrajcelične oksidacije v primerjavi s kontrolo (Slika 
4). Menimo, da so vsebnosti oksidantov v celicah pri omenjenih vzorcih še nezadostne za 
indukcijo antioksidativnega obrambnega sistema. V primeru vzorca z dodanim ekstraktom 
HCA menimo, da se pri vzpostavitvi redoks ravnotežja v celicah vključi eden izmed 
antioksidativnih sistemov. 
 
Ena od hipotez, ki so jo v svoji študiji predstavili Carvalho in sodelavci (2015) je, da 
heterociklični amini, ki nastanejo pri termični obdelavi mesa, tvorijo ROS. Vsem ROS je 
skupno, da pri prekomerni proizvodnji spodbujajo oksidacijo lipidov, proteinov in 
nukleinskih kislin, kar posledično povzroči oksidativni stres, poškodbe celic ter izgubo 
biološke funkcije. Cilj študije je bil raziskati povezavo med oksidativnim stresom in HCA 
ter oksidativnim stresom in uživanjem mesa pri ljudeh (vključenih je bilo  2691 ljudi, 
starih od 13 do 60 let; raziskava je bila opravljena v Braziliji, (Sao Paulo, kjer več kot 70 
% ljudi uživa večje količine mesa kot je priporočeno), leta 2008 in je trajala eno leto). Pri 
oceni oksidativnega stresa so uporabili metodo določanja koncentracije malodialdehida 
(MDA) v plazmi s pomočjo tiobarbiturne kisline. Vnos hrane kot tudi vnos HCA je bil 
ocenjen s priklicem oz. zapisom jedilnika prejšnjega dne, medtem ko so analize bile 
prilagojene glede na spol, starost, indeks telesne mase, barvo kože, kajenje, vnos sadja in 
zelenjave ter telesno aktivnost. Ugotovili so, da je bil PhIP najbolj uživan HCA, goveje 
meso pa najpogosteje uživano meso, medtem ko je cvrtje najpogosteje omenjen način 
toplotne obdelave. Udeleženci, ki so uživali dobro pečeno goveje meso, so imeli večje 
koncentracije MDA kot drugi udeleženci. Statistično značilno povečanje koncentracije 
MDA (p < 0,05) je bilo opazno pri vnosu skupnih HCA kot tudi pri vnosu PhIP.  
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S tem so pokazali, da lahko povečan vnos HCA, zlasti PhIP, prispeva k povečanju 
oksidativnega stresa ne glede na življenjski slog, kar poveča tveganje za razvoj kroničnih 
bolezni, kot sta rak in pa bolezni srca in ožilja. Oksidativni stres je v tem primeru možno 
ublažiti, če se rdeče meso in procesirani mesni izdelki uživajo v zmernih količinah ali v 
kombinaciji s povečanim vnosom sadja in zelenjave ter nizkim vnosom rafiniranega 
sladkorja (Carvalho in sod., 2015). 
Poleg tega je pomembno izpostaviti, da so nekatere podskupine prebivalstva bolj nagnjene 
k razvoju bolezni, povezanih s stresom, zaradi pretiranega uživanja mesa. Na primer 
želodčni sok v vnetem želodcu posameznikov, okuženih z bakterijo Helicobacter pylori, 
predstavlja odlično mesto za povečano oksidacijo, kot tudi pri bolnikih z vnetnim 
črevesjem (Van Hecke in sod., 2017).  
Z namenom povezave med nastankom raka na želodcu in PhIP so raziskovali učinke PhIP 
na morfologijo, oksidativni stres, gensko izražanje c-fos, c-jun in p16 v želodcih podgan. 
Rezultati so pokazali, da je 15 mg PhIP/kg telesne teže povzročilo histopatološke 
spremembe želodčne sluznice. PhIP v odmerkih med 10-15 mg/kg telesne teže je znatno 
zmanjšal aktivnosti superoksid dismutaze in glutation-peroksidaze, medtem ko je povečal 
aktivnost katalaze  v primerjavi s kontrolo. Poleg tega je PHIP v omenjenih odmerkih tudi 
znatno zaviral ekspresijo p16 mRNA in proteinov in pospeševal ekspresijo c-fos in c-jun 
glede na kontrolo. Navedeni podatki kažejo, da PhIP lahko povzroči poškodbe želodca, 
oksidativni stres v želodcih podgan, kot tudi aktiviranje c-fos in c-jun in inaktivacijo p16, 
kar ima vlogo pri patogenezi raka na želodcu (Li in sod., 2013). 
V literaturi nismo zasledili drugih raziskav, ki bi preučevale vpliv in delovanje HCA na 
kvasovko S. cerevisiae na celični ravni. Smo pa zasledili študijo, kjer so raziskovali 
citotoksičnost in vpliv HCA na proteinski profil humanih hepatocitov (HepG2) (Skrt, 
2009). 
Skrt (2009) je v svoji študiji pokazala, da imajo HCA iz pečene perutnine največji 
mutageni učinek pri bakterijah in povzročijo največje spremembe izražanja proteinov v 
HepG2 celicah. Ekstrakt HCA iz pečene perutnine je vseboval skoraj 2-krat večjo 
koncentracijo HCA, kot sta jo ekstrakta HCA iz pečene svinjine in govedine. Glede na 
njihove rezultate je govedina glede celokupne količine HCA, ki se je tvorila med 
pečenjem, na zadnjem mestu. Manjše spremembe so bile pri HepG2 celicah, tretiranih z 
ekstraktom HCA iz pečene svinjine in govedine, vendar so bile pri govedini bolj izrazite. 
Pri tem je potrebno poudariti, da ni pomembna samo celokupna koncentracija HCA v 
izvlečku, temveč tudi koncentracija in razmerje posameznih HCA. V ekstraktu HCA iz 
pečene govedine so pokazali več MeIQx kot v ekstraktu HCA iz pečene svinjine, in sicer 
1,7-krat več kot PhIP, kar pomeni da PhIP in MeIQx različno vplivata na izražanje 
proteinov v HepG2 celicah. Pri tem so s proteomskimi analizami pri HepG2 celicah, 
tretiranih z ekstraktom HCA iz pečene govedine pokazali, da MeIQx povzroči večje 
spremembe proteoma kot PhIP.  
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Proteinske profile HepG2 celic, tretiranih s HCA ekstrakti iz skorje so primerjali s 
pripadajočo negativno kontrolo, tretirano z ekstraktom iz mesne sredice, kjer analiza 
mesnih ekstraktov ni pokazala prisotnosti HCA. 
Dobljeni rezultati se skladajo z mnogimi raziskavami, kjer je MeIQx poleg IQ in 8-MeIQx 
eden najmočnejših mutagenov, ki so bili testirani z Amesovim testom mutagenosti za 
bakterije, kar je lahko posledica razlik v kemijski strukturi. PhIP je približno 100-krat 
šibkejši mutagen kot MeIQx (Sugimura in sod., 2004; Turesky, 2007).  
Pezdric (2013) je v svoji študiji pokazal, da je med ekstraktoma HCA iz pečenega mesa 
najbolj mutagen ekstrakt iz piščančjega (vseboval je največ HCA) in prašičjega ter najmanj 
iz govejega mesa (najmanjša vsebnost HCA). Prav tako so dobili pozitiven rezultat 
testiranja ekstrakta pečenega mesa sredic iz prašičjega in piščančjega mesa. 
V vseh študijah so večinoma uporabljali ekstrakte iz skorje mesa, medtem, ko so ekstrakti 
iz mesne sredice predstavljali negativno kontrolo. Pri tem je pomembno poudariti, da je 
meja med skorjo mesa in mesno sredico dokaj težko določljiva, saj se količina HCA 
zmanjšuje od površine proti notranjosti mesa. Pomembno je tudi izpostaviti, da gre v 
našem primeru za realne vzorce oz. izvlečke celotne goveje pleskavice. 
Povzamemo lahko, da pridobljeni rezultati tako za vzorce, pečene do središčne temperature 
72 °C kot tudi za vzorce, pečene 5 minut, kažejo, da dodatek raztopine ekstrakta HCA iz 
govejega mesa v uporabljenih koncentracijah ne inducira oksidativnega stresa pri kvasovki 
S. cerevisiae.  
4.3 DOLOČANJE VSEBNOSTI GLUTATIONA V REDUCIRANI OBLIKI 
 
GSH v celici igra pomembno vlogo, saj s svojim antioksidativnim delovanjem pripomore k 
zaščiti celice pred reaktivnimi kisikovimi zvrstmi, elektrofili ter ksenobiotiki. Pomembno 
je poudariti, da glutation zagotavlja kritičen obrambni sistem za zaščito celic pred mnogimi 
oblikami stresa. Vendar pa v mnogih primerih blagi stres lahko dejansko zviša raven GSH 
in s tem zagotovi večjo zaščito pred hujšimi oblikami stresa (Maher, 2005). 
 
Za določanje vsebnosti glutationa v reducirani obliki smo celice kvasovke S. cerevisiae 
tretirali z ekstraktom HCA. Opravili smo meritve tudi za kontrolo, kjer celic kvasovke S. 
cerevisiae nismo izpostavili ekstraktu HCA, ampak samo topilu v enakem volumnu, kot je 
bil volumen vzorca. 
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Slika 6: Določanje vsebnosti reducirane oblike glutationa kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni 
izpostavitvi raztopini ekstrakta HCA iz vzorcev pečenih do Ts = 72 °C. Rezultati so predstavljeni kot 
povprečne relativne vrednosti glutationa v reducirani obliki glede na kontrolo ± sd dveh bioloških ponovitev. 
Vrednosti, ki so ob istem času merjenja označene z indeksom (a) se med seboj ne razlikujejo. 
 
 
 
Slika 7: Določanje vsebnosti reducirane oblike glutationa kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni 
izpostavitvi raztopini ekstrakta HCA iz vzorcev pečenih 5 minut. Rezultati so predstavljeni kot povprečne 
relativne vrednosti glutationa v reducirani obliki glede na kontrolo ± sd dveh bioloških ponovitev. Vrednosti, 
ki so ob istem času merjenja označene z različnim indeksom (a,b) se med seboj razlikujejo. 
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Kot je razvidno s slik 6 in 7 se vsebnost reducirane oblike glutationa kvasovke S. 
cerevisiae po 2-urni izpostavitvi raztopini ekstrakta HCA (A, B) ne razlikuje od vrednosti 
kontrole. Ni mogoče tudi opaziti razlik med vzorci znotraj skupine A ali B. 
 
Do povečane znotrajcelične vsebnosti glutationa v reducirani obliki pride pri izpostavitvi 
celic različnim stresnim dejavnikom. Glutation ima v celicah kvasovkah pomembno vlogo 
pri vzdrževanju redoks ravnotežja, saj je glavni lovilec prostih radikalov (Penninckx, 
2000). 
 
Razmerje med GSH/GSSG igra pomembno vlogo pri regulaciji celičnega redoks okolja. 
Običajno je GSH prisoten v celicah pri 100-kratnem presežku nad GSSG. Oksidacija le 
majhne količine GSH v GSSG lahko bistveno spremeni to razmerje in s tem redoks status 
celice. Tako encimska (preko glutation peroksidaz) kot neencimska detoksifikacija ROS z 
GSH povzročata proizvodnjo GSSG. Ker je povečanje GSSG škodljivo za celice, se GSSG 
pogosto prenaša zunaj celic, kar povzroči izčrpanost GSH. Bolj ekonomičen način za 
odstranitev GSSG je preko aktivnosti glutation-reduktaze (GR), ki regenerira GSH iz 
GSSG v reakciji, ki je odvisna od NADPH (Maher, 2005).  
 
Pridobljeni rezultati nakazujejo, da glutation ni vključen v odziv celic na ekstrakt HCA. 
Sklepamo, da bi lahko bili v odstranjevanje ROS vključeni kateri izmed ostalih endogenih 
antioksidativnih sistemov (npr. glutation peroksidaza, katalaza, superoksid dismutaza). 
 
Obstaja tudi možnost, da je glutation vključen in da ga glutation reduktaza hitro pretvori iz 
oksidirane v reducirano obliko. S tem ga reciklira ter tako omogoči nadaljno nevtralizacijo 
prostih radikalov. Tako morebitnega padca v vsebnosti reducirane oblike ne izmerimo. 
Reducirana oblika glutationa ima pri zaščiti celice pomembnejšo vlogo, saj le-ta lahko 
reagira z ROS in tako prepreči njihovo škodljivo delovanje (Penninckx, 2000).  
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4.4 POTRDITEV HIPOTEZ 
 
Glede na rezultate, ki smo jih pridobili v okviru  magistrske naloge, nismo potrdili 
hipoteze, da se bo v celicah kvasovke, izpostavljenim ekstraktom HCA iz pečenega 
govejega mesa, nivo znotrajcelične oksidacije zvišal v primerjavi z netretiranimi celicami. 
 
 Pridobljeni rezultati tako za vzorce, pečene do središčne temperature 72 °C kot tudi 
za vzorce, pečene 5 minut, kažejo, da dodatek raztopine ekstrakta HCA iz govejega 
mesa v uporabljenih koncentracijah ne inducira oksidativnega stresa v kvasovkah 
Saccharomyces cerevisiae.  
 
Pridobljeni rezultati niso v skladu tudi z drugo hipotezo, ki govori o tem, da se bo v celicah 
kvasovke, izpostavljenim ekstraktom HCA iz pečenega govejega mesa, vsebnost glutationa 
v reducirani obliki znižala v primerjavi z netretiranimi celicami. 
 Vrednost vsebnosti reducirane oblike glutationa kvasovke S. cerevisiae po 2-urni 
izpostavitvi raztopini ekstrakta HCA (A, B) se ne razlikuje od vrednosti kontrole. 
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5 SKLEPI 
 
 V ekstraktih pečenega govejega mesa je bila največja koncentracija izmerjena za  
PhIP, sledil je MeIQx, vendar v veliko nižji koncentraciji. 
 V splošnem ni razlik v vsebnosti HCA pri vzorcih pečenih do središčne 
temperature 72 °C kot tudi pri vzorcih pečenih 5 minut.  
 Dodatek raztopine ekstrakta HCA iz vzorcev pečenih do središčne temperature 72 
°C ali vzorcev pečenih 5 minut ne inducira oksidativnega stresa v kvasovkah 
Saccharomyces cerevisiae. 
 Vsebnost reducirane oblike glutationa kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-
urni izpostavitvi raztopini ekstrakta HCA vzorcev pečenih do središčne temperature 
72 °C ali iz vzorcev pečenih 5 minut se ne razlikuje od vrednosti kontrole. 
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6 POVZETEK 
 
Meso je eno izmed najpomembnejših živil, ki ga moramo vključiti v naš jedilnik, če 
želimo, da bo naša prehrana uravnotežena. To je namreč ključnega pomena za zaščito pred 
morebitnimi tveganji za nastanek različnih bolezni. Meso je pomemben vir beljakovin (20 
– 30 %), pa tudi drugih hranilnih snovi, kot so maščobe, esencialne aminokisline ter 
številna mikrohranila, ki jih telo potrebuje za optimalno delovanje. 
Meso večinoma pred zaužitjem toplotno obdelamo, pri čemer se lahko tvorijo tudi nekatere 
mutagene in karcinogene snovi. Pri obdelavi mesa pri visoki temperaturi, še posebej pri 
žaru, cvrtju in daljšemu pečenju nastanejo heterociklični amini (HCA). Tvorba HCA je 
največ odvisna od vrste mesa ter pogojev toplotne obdelave, še posebej načina priprave 
mesa, temperature in časa toplotne obdelave. 
V okviru magistrske naloge smo proučevali vpliv ekstraktov HCA iz govejih pleskavic, 
pečenih na dvoploščnem žaru pri petih različnih temperaturah, in sicer: 120 °C, 160 °C, 
180 °C, 220 °C in 260 °C, na modelnem organizmu - kvasovki Saccharomyces cerevisiae. 
Goveje pleskavice so bile pripravljene v dveh skupinah A in B tako, da so bile pleskavice 
A pečene do središčne temperature  (Ts)  = 72 °C, medtem ko so se pleskavice B pekle 5 
minut.  
Analizirali smo prisotnost HCA v mesnih ekstraktih iz pečenih govejih pleskavic, določali 
vpliv ekstraktov HCA na nivo znotrajcelične oksidacije kvasnih celic ter na vsebnost 
glutationa v reducirani obliki (GSH). 
Prisotnost HCA v ekstraktih pečenih govejih pleskavic smo določali s pomočjo tekočinske 
kromatografije v kombinaciji z masno spektrometrijo. Pri vseh vzorcih je bilo relativno 
največ PhIP, sledil je MeIQx v veliko nižji koncentraciji, vendar so razlike med 
posameznimi vzorci minimalne. Iz dobljenih rezultatov lahko povzamemo, da v splošnem 
ni razlik v vsebnosti HCA pri vzorcih pečenih do središčne temperature 72 °C,  kot tudi pri 
vzorcih pečenih 5 minut.  
S pomočjo kvasovke Saccharomyces cerevisiae smo preverili vpliv ekstraktov HCA iz 
pečenih govejih pleskavic na nivo znotrajcelične oksidacije kvasnih celic. Kvasovko smo 
inkubirali v pufru PBS pri 28 °C in 220 obr./min. ter jo za 2 uri izpostavili raztopini 
ekstrakta HCA v različnih koncentracijah. Po 2-urni izpostavitvi smo izmerili nivo 
znotrajcelične oksidacije z uporabo barvila 2',7'-diklorofluorescein. Poleg vpliva ekstrakta 
HCA na nivo znotrajcelične oksidacije smo preverili tudi vpliv na vsebnost glutationa v 
reducirani obliki. 
Rezultati so pokazali, da se skoraj pri vseh vzorcih, kjer smo dodali razredčeno raztopino 
ekstrakta HCA (100xR) kaže trend zvišanja nivoja znotrajcelične oksidacije v primerjavi s 
kontrolo, medtem ko je nivo znotrajcelične oksidacije vzorcev z dodanim ekstraktom HCA 
in redčenim ekstraktom HCA (10000xR) večinoma enak kontroli. 
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Rezultati, ki smo jih pridobili v primeru meritev koncentracije GSH, kažejo, da se vsebnost 
znotrajceličnega GSH glede na kontrolo ni spremenila v nobenem izmed vzorcev, kar 
nakazuje, da bi lahko bili v odstranjevanje reaktivnih kisikovih zvrsti vključeni kateri 
izmed ostalih endogenih antioksidativnih sistemov. 
Iz vseh rezultatov, ki smo jih pridobili, lahko zaključimo, da dodatek raztopine ekstrakta 
HCA iz govejega mesa tako za vzorce, pečene do središčne temperature 72 °C kot tudi za 
vzorce, pečene 5 minut v uporabljenih koncentracijah ne inducira oksidativnega stresa pri 
kvasovki Saccharomyces cerevisiae in nima vpliva na vsebnost reducirane oblike 
glutationa. 
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Priloga B: Umeritvena krivulja za določanje koncentracije proteinov v celičnem ekstraktu 
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Priloga C: Določanje nivoja znotrajcelične oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae 
po 2-urni izpostavitvi ekstraktom HCA iz vzorcev pečenih do središčne temperature 72 °C. 
Rezultati so izraženi kot absolutne in relativne vrednosti 
 
Ekstrakti HCA 
 
RPFI (%) 
 
PFI/OD 
Vzorec Kontrola Vzorec Kontrola 
HCA 001 A 
ekstrakt HCA 
122,97 100 6,47 5,26 
122,77 100 10,05 8,18 
100xR 
158,92 100 8,36 5,26 
164,82 100 13,49 8,18 
10000xR 
101,57 100 6,53 6,43 
107,12 100 5,48 5,12 
HCA 002 A 
ekstrakt HCA 
111,32 100 5,98 5,37 
121,00 100 11,08 9,16 
100xR 
146,36 100 7,87 5,37 
159,87 100 14,64 9,16 
10000xR 
107,40 100 6,56 6,11 
114,94 100 5,92 5,16 
HCA 003 A 
ekstrakt HCA 
111,86 100 8,27 7,39 
103,67 100 9,03 8,71 
100xR 
132,60 100 9,80 7,39 
128,00 100 11,15 8,71 
10000xR 
119,77 100 6,58 5,49 
116,72 100 6,02 5,16 
HCA 004 A 
ekstrakt HCA 
105,40 100 7,97 7,57 
114,59 100 8,79 7,67 
100xR 
114,52 100 8,67 7,57 
124,57 100 6,47 5,20 
10000xR 
117,75 100 4,90 4,16 
115,64 100 6,84 5,92 
HCA 005 A 
ekstrakt HCA 
104,38 100 6,48 6,21 
104,10 100 7,17 6,88 
100xR 
137,25 100 9,44 6,88 
136,86 100 7,11 5,20 
10000xR 
112,75 100 4,98 4,41 
105,88 100 3,11 2,93 
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Priloga D: Povprečne vrednosti ter standardni odkloni za nivo znotrajcelične oksidacije pri 
vzorcih pečenih do središčne temperature 72 °C 
 
Ekstrakti HCA 
Povprečje 
RPFI (%) 
St. odklon 
HCA 001 A 
ekstrakt HCA 122,87 0,14 
100xR 161,87 4,17 
10000xR 104,34 3,93 
HCA 002 A 
ekstrakt HCA 116,16 6,84 
100xR 153,12 9,55 
10000xR 111,17 5,33 
HCA 003 A 
ekstrakt HCA 107,77 5,79 
100xR 130,29 3,26 
10000xR 118,25 2,16 
HCA 004 A 
ekstrakt HCA 110,00 6,50 
100xR 119,55 7,10 
10000xR 116,69 1,49 
HCA 005 A 
ekstrakt HCA 104,28 0,15 
100xR 137,05 0,27 
10000xR 109,32 4,86 
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Priloga E: Določanje nivoja znotrajcelične oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae 
po 2-urni izpostavitvi ekstraktom HCA iz vzorcev pečenih 5 minut. Rezultati so izraženi 
kot absolutne in relativne vrednosti 
 
Ekstrakti HCA 
 
RPFI (%) 
 
PFI/OD 
Vzorec Kontrola Vzorec Kontrola 
HCA 001 B 
ekstrakt HCA 
91,63 100 5,21 5,68 
98,66 100 6,82 6,91 
100xR 
112,80 100 6,41 5,68 
110,57 100 9,94 8,99 
10000xR 
106,26 100 10,36 9,75 
112,52 100 8,07 7,17 
HCA 002 B 
ekstrakt HCA 
111,28 100 10,78 9,68 
104,26 100 8,31 7,97 
100xR 
132,29 100 12,81 9,68 
122,14 100 9,73 7,97 
10000xR 
122,36 100 8,39 6,86 
85,08 100 10,77 12,66 
HCA 003 B 
ekstrakt HCA 
99,34 100 8,33 8,38 
95,90 100 8,97 9,36 
100xR 
115,84 100 10,41 8,99 
127,52 100 10,86 8,52 
10000xR 
111,43 100 10,86 9,74 
105,61 100 13,37 12,66 
HCA 004 B 
ekstrakt HCA 
105,65 100 7,92 7,49 
85,66 100 4,34 5,07 
100xR 
109,26 100 8,19 7,49 
113,62 100 5,76 5,07 
10000xR 
9,05 100 0,68 7,49 
116,15 100 5,89 5,07 
HCA 005 B 
ekstrakt HCA 
101,00 100 5,81 5,75 
104,38 100 6,48 6,21 
100xR 
117,38 100 6,75 5,75 
104,14 100 6,38 6,13 
10000xR 
125,45 100 7,22 5,75 
125,04 100 7,66 6,13 
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Priloga F: Povprečne vrednosti ter standardni odkloni za nivo znotrajcelične oksidacije pri 
vzorcih pečenih 5 minut 
 
Ekstrakti HCA 
Povprečje 
RPFI (%) 
St. odklon 
HCA 001 B 
ekstrakt HCA 95,14 4,97 
100xR 111,69 1,58 
10000xR 109,39 4,43 
HCA 002 B 
ekstrakt HCA 107,77 4,96 
100xR 127,21 7,18 
10000xR 103,72 26,36 
HCA 003 B 
ekstrakt HCA 97,62 2,43 
100xR 121,68 8,26 
10000xR 108,52 4,11 
HCA 004 B 
ekstrakt HCA 95,66 14,14 
100xR 111,44 3,08 
10000xR 62,60 75,73 
HCA 005 B 
ekstrakt HCA 102,69 2,40 
100xR 110,76 9,36 
10000xR 125,25 0,29 
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Priloga G: Relativne ter absolutne vrednosti GSH za vzorce pečene do središčne 
temperature 72 °C 
 
Ekstrakti HCA 
Relativne vrednosti 
GSH/masa proteinov 
celičnega lizata (%) 
μg GSH/μg proteinov 
celičnega lizata 
Vzorec Kontrola Vzorec Kontrola 
HCA 001 A 
115,34 100 0,0032 0,0028 
107,20 100 0,0028 0,0026 
HCA 002 A 
115,15 100 0,0030 0,0026 
124,82 100 0,0035 0,0028 
HCA 003 A 
85,83 100 0,0023 0,0026 
111,07 100 0,0030 0,0027 
HCA 004 A 
97,90 100 0,0028 0,0029 
107,89 100 0,0033 0,0030 
HCA 005 A 
109,96 100 0,0032 0,0029 
125,65 100 0,0036 0,0029 
 
 
Priloga H: Povprečne vrednosti ter standardni odkloni za vrednosti GSH za vzorce pečene 
do središčne temperature 72 °C 
 
Ekstrakti HCA 
Povprečje 
relativnih 
vrednosti 
St. odklon 
HCA 001 A 111,27 5,76 
HCA 002 A 120,00 6,84 
HCA 003 A 98,45 17,85 
HCA 004 A 102,89 7,06 
HCA 005 A 117,81 11,09 
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Priloga I: Relativne ter absolutne vrednosti GSH za vzorce pečene 5 minut 
 
Ekstrakti HCA 
Relativne vrednosti 
GSH/masa proteinov 
celičnega lizata (%) 
μg GSH/μg proteinov 
celičnega lizata 
Vzorec Kontrola Vzorec Kontrola 
HCA 001 B 
115,34 100 0,0032 0,0028 
107,20 100 0,0028 0,0026 
HCA 002 B 
81,11 100 0,0071 0,0088 
34,06 100 0,0016 0,0046 
HCA 003 B 
47,94 100 0,0022 0,0046 
74,19 100 0,0018 0,0025 
HCA 004 B 
126,21 100 0,0031 0,0025 
77,16 100 0,0028 0,0036 
HCA 005 B 
136,77 100 0,0049 0,0036 
174,37 100 0,0048 0,0028 
 
 
Priloga J: Povprečne vrednosti ter standardni odkloni za vrednosti GSH za vzorce pečene 5 
minut 
 
Ekstrakti HCA 
Povprečje 
relativnih 
vrednosti 
St. odklon 
HCA 001 B 111,27 5,76 
HCA 002 B 57,59 33,28 
HCA 003 B 61,07 18,56 
HCA 004 B 101,68 34,68 
HCA 005 B 155,57 26,59 
 
